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Zur Frage der Tyrosinbestimmung mit Hilfe der 
Millonschen Reaktion. 


Von 


D. Zuwerkalow. 


(Aus der Forschungsanstalt fir Biochemie zu Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1926.) 


Unter allen Methoden der Bestimmung des 'T'yrosins ver- 
dient die Millonsche Reaktion die gréSte Beachtung, da sie 
auch die quantitative Bestimmung dieser Aminosiiure zuliBt. 

Bei der weiteren Untersuchung dieser Reaktion zeigte es 
sich, daB sie nicht blo8 mit salpetersaurem Quecksilber und 
HNO, zu erhalten war, sondern auch mit anderen Quecksilber- 
salzen: mit schwefelsaurem Quecksilber und salpetriger Siure, 
mit essigsaurem Quecksilber und HNO,. 

Ob wir demnach mit dem klassischen Millonschen Re- 
aktiv oder dem abgeinderten arbeiten, wir erhalten gleichwoh! 
eine Farbung mit dem Tyrosin und zugleich damit eine auBer- 
ordentlich einfache und leichte Art der colorimetrischen Be- 
stimmung dieser Aminosiure. 

Aus diesem Grunde schreibt O. Fiirth?): Unter den disku- 
tierten Methoden schien immerhin die colorimetrische Aus- 
wertung der Millonschen Reaktion insofern besondere Be- 
achtung zu verdienen, als derselben als einer Reaktion der 
Phenolgruppe eine gewisse Spezifitit zukommt.“ 

Was das Wesen der uns interessierenden Reaktion selbst 
ausmacht, so ist uns dieses bis heute noch nicht bekannt, un- 


) O. Firth u. A. Fischer, Biochem. Zs. Bd. 154, Heft 1, S. 1 
(1924). 
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geachtet der groBen Zahl der in dieser Richtung hin an- 
gestellten Untersuchungen. 


Ob es sich hier um die Bildung einer metallorgani- 
O— Hg 


| 
 é ; 
LU 
Salpetersiure ein rotgefarbtes Produkt bildet, handelt, wie 


schon Dimroth}) glaubt, oder ob sich bei der Millonschen 
Reaktion ein anders zusammengesetzter Kérper bildet 


N—0-C,H,-0 
HON==| | | | 
.O Hg 4 


wie aus den Versuchen W. Vaubels hervorgeht, ist schwer 
zu entscheiden.*) Aus den Arbeiten aller, die sich fiir das 
Wesen der Millonschen Reaktion interessieren, wird es aber 
klar, daB sie nur dann positiv sein kann, wenn im Phenol 
entweder die beiden o-Stellungen oder die beiden m-Stellungen 
nicht ersetzt sind. 

Wir kénnen infolgedessen annehmen, daB im LEiweib- 
molekiil das Tyrosin mit seinen iibrigen Komponenten derart 
verbunden ist, daf in seiner Phenolgruppe beide Platze in 
der Meta- oder Orthostellung frei sind oder aber im 4uBersten 
Falle einer in jeder von ihnen. 

Mit Riicksicht auf die Spezifitit der Millonschen Re- 
aktion, der Leichtigkeit ihrer Durchfiihrung und ihrer fiir die 
Colorimetrie so geeigneten Farbung interessierte uns die Frage, 
ob es denn nicht méglich wire, das Tyrosin unmittelbar im 
KiweiB selbst zu bestimmen, ohne dessen vorhergehender 
Hydrolyse. Kine solche Fragestellung ist grundsitzlich még- 
lich, da wir ja zB. das Tryptophan im EiweiB unmittelbar 
auf Grund der Anwesenheit der Benzo-pyrrolgruppe in seinem 
Molekiil bestimmen, die bei der Oxydation unter dem Einfluf 
von NO,’ Blaufarbung gibt (Indigo). 


schen Verbindung — auf welche einwirkend die 





1) 0. Dimroth, Chem. Ber. Bd. 32, S. 769 (1899); Bd. 35, S. 2856 
(1902). 
®) W. Vaubel, Zs. f. angew. Chem. 1900, S. 1126. 
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Um aber das Tyrosin direkt im Eiwei8 zu bestimmen, ist 
es notig, dieses in den fliissigen Zustand iiberzufiihren, und 
das gelingt leicht mit Hilfe von Alkali oder konzentrierten 
Mineralsiuren. Derartige KiweiBlésungen erweisen sich aber 
fiir unsere Ziele als ganz ungeeignet, da das Hinzufiigen der 
Quecksilbersalze zu ihnen, als Salze eines Schwermetalles, 
sofort zum Ausfall eines Niederschlages AnlaB gibt, der jede 
Colorimetrie ,illusorisch“ macht (Fiirth). 

Die Bildung eines Niederschlages bei der Millonschen 
Reaktion, selbst bei Bestimmung reiner 'l'yrosinlésungen, stellt 
das unerwiinschteste Moment vor. Um sich davon zu befreien, 
schlug P. Thomas?) vor, die Reaktion bei der Tyrosinbestim- 
mung nicht unter Erwairmung vorzunehmen, sondern die Lésung 
bis zum nachsten Tag stehen zu lassen, damit die Farbung 
allmablich auftrete. 

Da Lésungen von EiweiB und Tyrosin beim Hinzufiigen 
von Quecksilbersalzen einen Niederschlag geben, beschlossen 
wir, ein Lésungsmittel zu finden, das die Bildung eines solchen 
zu verhindern imstande wire. 

Wie bekannt, lésen sich die KiweiBstoffe (am leichtesten 
ihre kolloiden Lésungen) oder ihre Suspensionen sehr leicht in 
Kisessig, wobei sie in Acetalbumine tibergehen. Es zeigte sich 
nun, da8 bei Zusatz von EHisessig zu KiweiBlésungen der im 
Anfange sich bildende Niederschlag (Triibung) im Saureiiber- 
schuB wieder in Lésung ging und eine vollkommen farblose 
und klare Loésung erhalten wurde; wurde ihr dann 10°), 
schwefelsaures Quecksilber in 5°/, Schwefelsiiure (Hopkins- 
reagens) hinzugefiigt, so bildet sich kein Niederschlag und es 
kommt auch nicht zu einem solchen beim Erhitzen der Fliissig- 
keit. Diese Erscheinung gibt die Méglichkeit zur Erfillung 
unserer Absicht. Und nach einer ganzen Reihe zahlreicher 
Versuche iiberzeugten wir uns davon, da8 es mit Hilfe von 
Kisessig méglich ist, das Tyrosin des EKiweives unmittelbar 
zu bestimmen. 


) P. Thomas, Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 38, Nr. 5, Juni 1921: 
Ann. Inst. Pasteur Bd. 36, S. 253 (1922). 
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Die Vorziige eines solchen Bestimmungsverfahrens liegen 
auf der Hand. Wir vermeiden die zeitraubende Hydrolyse 
des EiweiBes, die Bildung gefairbter Produkte, die lang- 
wierige Operation der Befreiung des Tyrosins von anderen 
Produkten des Hydrolysates und den bei der Hydrolyse még- 
lichen Verlust an Tyrosin selbst, da bei sehr langem Kochen 
mit Mineralsiuren der teilweise Zerfall dieser Aminosiure 
selbst méglich wird. 

Zur Bestimmung des Tyrosins verwendeten wir nicht sal- 
petersaures Quecksilber, sondern schwefelsaures, das sogen. 
Hopkinssche Reagens, welches als erster M. Weiss?) zur Be- 
stimmung dieser Aminoséure in Anwendung brachte. 

Gegen die unmittelbare Bestimmung des ‘T'yrosins im 
EiweiB lassen sich folgende Kinwande machen. Wie bekannt, 
gibt neben dem ‘Tyrosin auch Tryptophan die Millonsche 
Reaktion, wobei eine braunrote Verfarbung auftritt.?) Je nach 
seinem Vorkommen im HiweiB ist es imstande aut den Ver- 
lauf der Tyrosinbestimmung einzuwirken, indem es die Ver- 
firbung beeinfluBt. Wie aber aus den Versuchen erhellt, trat 
ein KinfluB des Tryptophans in diesen Fillen nicht zutage; 
wenn wir zur Lésung dieser Aminosiure — in unserem Falle 
betrug ihre Konzentration 0,02°), — Hisessig hinzufiigten und 
hierauf 2 ccm schwefelsaures Quecksilber in 5°/, Schwefelsiure 
und 1 Tropfen 0,5°/,ige NaNO,, so findet beim Erhitzen dieses 
Gemisches absolut keine Verfirbung statt (die Fliissigkeit 
nimmt einen ganz geringfiigigen gelblichen Ton an, der nicht 
imstande ist, die Tyrosinbestimmung irgendwie zu beeintrich- 
tigen), Durch &hnliche Versuche iiberzeugten wir uns davon, 
da8 Tryptophan mit dem geinderten Millonschen Reagens 
beinahe keine Farbung gibt. 

Beim Experimentieren in dieser Richtung hin traten 
einige interessante Details zutage. Wenn wir zu 1 ccm Ki- 
weiBlésung 1 ccm 0,02°/, iges Tryptophan hinzufiigen und wie ge- 
wohnlich hernach 3 ccm Hisessigsiiure + 2 ccm 10°/,iges 


+ + ee 


) M. Weiss, Biochem. Zs. Bd. 97, S. 170 (1919). 
*) C. Neuberg, Der Harn S. 728 (1911). 
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schwefelsaures (uecksilber in 5°/, Schwefelsiure und 1 Tropfen 
0,5°/, NaNO, zusetzen, so erhalten wir beim Erwarmen dieses 
Gemisches nicht wie sonst eine Rotfairbung, sondern eine 
lichtbraune Hiarbung, deren Intensitit nicht abhingig ist von 
der im Eiweif sich vorfindenden Tyrosinmenge. Zur Erkli- 
rung dieser Erscheinung nahmen wir an, da8 das im Gemisch 
sich im freien Zustand befindliche Tryptophan die Salpeter- 
siure zerstért und diese dadurch zur Reaktion mit Tyrosin 
nicht mehr ausreicht. Und daB dem wirklich so ist, er- 
hellt daraus, daB nach Hinzufiigung noch eines Tropfens von 
NaNO, sofort ohne jedwedes Erwirmen die Farbung sich 
verstarkt und die fir die Millonsche Reaktion gewéhnliche 
Farbe annimmt. 

Unsere Methode der Tyrosinbestimmung kann auch noch 
folgende Einwendung hervorrufen. Da die Reaktion der Ty- 
rosinbestimmung beim Erwirmen in Anwesenheit von Essig- 
siure und Schwefelsiure vorgenommen wird, so ist die Bildung | 
auch anderer gefirbter Bestandteile auBer dem Tyrosin er- 
moéglicht (hier ist an die Reaktion von Adamkjewitsch zu 
erinnern), Wie aber die Versuche ergaben, ist dies nicht der 
Fall. Wenn man einer Lésung von EiweiB in Eisessig das 
Hopkinssche Reagens hinzufiigt und erwirmt, so tritt auch 
hier keine Farbung auf; desgleichen auch nicht, wenn man 
einer essigsauren KiweiBlésung einen Tropfen 0,5°/,ige NaNO,- 
Lésung hinzufiigt (in diesem Falle nimmt die Flissigkeit nach 
dem Erkalten eine unbedeutende Verfirbung ins Gelbliche an). 

Der ganze Verlauf der Bestimmung des Tyrosins im Ki- 
weib besteht in folgendem: Zu 1 ccm Eiweifliésung — wir ge- 
brauchten gewéhnlich 1°/, Caseinlésung, 1°/, Liésung von Ki- 
albumin, Pepton Witte oder Globulin — in 5°/, Alkalilésung 
(NaOH) fiigen wir 3ccm Kisessig (Kahlbaum) hinzu, her- 
nach 2 ccm 10°/, schwefelsauren Quecksilbers in 5°/, H,SO, 
und 1 Tropfen 0,5°/,ige NaNO,-Lésung; das Gemisch wird 
liber einer freien Flamme erhitzt. Standard: 1 ccm 0,04°/, 
Tyrosinlésung und alles iibrige wie fiir das KiweiB. Colori- 
metrierung im Colorimeter von Dubosq. Die Standardlésung 
wurde gewéhnlich auf 10 mm eingestellt. 
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‘) M. Weiss, Biochem. Zs. Bd. 97, S. 170 (1919). 
*) C. Neuberg, Der Harn S. 728 (1911). 
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schwefelsaures Quecksilber in 5°/, Schwefelsiure und 1 Tropfen 
0,5°/, NaNO, zusetzen, so erhalten wir beim Erwiirmen dieses 
Gemisches nicht wie sonst eine Rotfirbung, sondern eine 
lichtbraune Farbung, deren Intensitit nicht abhingig ist von 
der im EiweiB sich vorfindenden Tyrosinmenge. Zur Erklii- 
rung dieser Erscheinung nahmen wir an, daB das im Gemisch 
sich im freien Zustand befindliche Tryptophan die Salpeter- 
siure zerstért und diese dadurch zur Reaktion mit Tyrosin 
nicht mehr ausreicht. Und daB dem wirklich so ist, er- 
hellt daraus, daB nach Hinzufiigung noch eines Tropfens von 
NaNO, sofort ohne jedwedes Erwarmen die Farbung sich 
verstirkt und die fiir die Millonsche Reaktion gewéhnliche 
Farbe annimmt. 

Unsere Methode der Tyrosinbestimmung kann auch noch 
folgende Einwendung hervorrufen. Da die Reaktion der 'Ty- 
rosinbestimmung beim Erwirmen in Anwesenheit von Kssig- 
siiure und Schwefelsiure vorgenommen wird, so ist die Bildung | 
auch anderer gefirbter Bestandteile auBer dem Tyrosin er- 
moglicht (hier ist an die Reaktion von Adamkjewitsch zu 
erinnern), Wie aber die Versuche ergaben, ist dies nicht der 
Fall. Wenn man einer Lésung von EiweiB in Hisessig das 
Hopkinssche Reagens hinzufiigt und erwirmt, so tritt auch 
hier keine Farbung auf; desgleichen auch nicht, wenn man 
einer essigsauren Kiweiblésung einen Tropfen 0,5°/,ige NaNO,- 
Lésung hinzufiigt (in diesem Falle nimmt die Fliissigkeit nach 
dem Erkalten eine unbedeutende Verfirbung ins Gelbliche an). 

Der ganze Verlauf der Bestimmung des Tyrosins im Ki- 
wei besteht in folgendem: Zu 1 ccm Eiweiflésung — wir ge- 
brauchten gewodhnlich 1°/, Caseinlésung, 1°/, Lésung von Ki- 
albumin, Pepton Witte oder Globulin — in 5°/, Alkalilésung 
(NaOH) fiigen wir 3 ccm Hisessig (Kahlbaum) hinzu, her- 
nach 2 cem 10°), schwefelsauren Quecksilbers in 5°/, H,SO, 
und 1 Tropfen 0,5°/,ige NaNO,-Lésung; das Gemisch wird 
liber einer freien Flamme erhitzt. Standard: 1 cem 0,04°/, 
Tyrosinlésung und alles iibrige wie fiir das Kiweif. Colori- 
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Beziiglich des Prozesses der Bildung der Millonschen 
Reaktion méchten wir noch einige Bemerkungen hinzufiigen. 
Die Essigsiure mu8 Eisessig sein; in verdiinnter Essigsiure 
gibt das Tyrosin nach dem Erhitzen einen Niederschlag und 
die EKiwei8lésung ist nicht mehr so durchsichtig. 

1 Tropfen, das ist ungefahr 0,1 ccm von 0,5°/,iger NaNO,, 
ist vollstindig hinreichend; 2 Tropfen stéren die Reaktion noch 
nicht; eine gréBere Menge von NaNO, ist aber nicht blog 
iiberfliissig, sondern stért auch die Reaktion, indem die Ty- 
rosinlésungen hierbei weniger gefirbt werden. Die Lésung ist 
am besten in einem dunklen GefaB aufzubewahren; nach 1 bis 
2 Monaten ist das Reagens noch vollkommen brauchbar. 
Das Erhitzen hat auf freier Flamme bis zum Beginn des 
Kochens zu geschehen; Kochen ist iiberfliissig und stért die 
Reaktion. 

Am Anfang des Kochens nimmt die Tyrosin- bzw. KiweiB- 
lésung eine schwache Rosafarbung an, die sich fortwihrend 
verstirkt und nach vollkommenem Erkalten, gewéhnlich nach 
15—20 Minuten, ihr Maximum erreicht. Nach dem Erkalten 
verindern die Tyrosinlésungen ihre Farbe im Verlaufe von 
2—3 Stunden nicht. Zum Beispiel: Das Gemisch (2) — 1ccm 
0,04°/, Tyrosinlésung + 3 ccm CH,-COOH + 2ccm 10°/, HgSO, 
in 5°/, H,SO, + 1 Tropfen 0,5°/, ige NaNO, — kihlte nach 
dem Erhitzen um 12" 15’ ab; um 13° 20’ wird eine eben- 
solche Liésung (4) und um 15° die Lésung (c) hergestellt. 


Im Colorimeter: 
C 10 c 10 


b = 10’ a 10,5 


4 Stunden nach der Abkiihlung beginnen die Lésungen 
von reinem Tyrosin sichtlich abzublassen. Am folgendem 
Tage stellt sich das gegenseitige Verhaltnis so dar: wenn 
die ex tempore bereitete Tyrosinlésung im Colorimeter auf 
5 mm eingestellt wird, so muB man die Lésung des vor- 
hergehenden Tages auf 7 mm statt 5 mm einstellen. Die 
Kiweibfarbungen sind aber sebr bestaindig: Caseinlésungen 
verandern sich im lLaufe mehrerer Tage in ihrer Farbe 
nicht. Zum Beispiel: Am 4. Februar ist das Intensitiits- 
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verhiltnis der Farbungen von Standardflissigkeit (0,04°/, 


Tyrosin) und 1°/, EiweiBlésung gleich aa am 5. Februar friih 
ist das Verhiltnis e. — also beinahe unverindert. 


] 


Welche Tyrosinmenge, die zur KiweiBlésung hinzugefiigt 
wurde, kann mittels der Millonschen Reaktion wieder fest- 
gestellt werden? Die Resultate von Versuchen in dieser Rich- 
tung sind in folgender Tabelle zusammengefaBt (Standardlisung 
—lccm 0,04°/, Tyrosinlésung). 














"la wieder- 
Untersuchte Lésungen gefundenen 
Tyrosins im 
—fieemi%| = lg cem iy ti. | 
| ? 0 - j QQ. 
1 cem 1°), | —* 1ecem 1%, Casein + ee | o 
Albumin 9 990; Casein 1. com 0,029/.} MIN” | Sein: 
ae Tyrosin j|lésung}lésung 
| Tyrosin | : | 
pr aeRO ——— ; — naa — — _ — | _ 
Verhiilt- | | 
nis der | | 
Fiar- 
bungen | { 1°. - la = F ~~ a =e, | 105°/, 
Pim, 2 9,5 6,5 6 5,8/° 7,8” 7,4 | 
sungen | 
im Colo- | | 
rimeter | 











Ks zeigt sich also, daB das KiweiBlésungen hinzugefiigte 
‘T'yrosin mit hinreichender Sicherheit wieder festgestellt werden 
kann. 


Die von uns in Hiwei8priparaten gefundene Tyrosinmenge 
kénnen wir in folgender Tabelle zusammenfassen (sie zeigt uns 
auch die Schwankungen der Werte bei der Bestimmung des 
Tyrosins }), 

Auf Grund unserer Versuche kénnen wir zu folgenden 
Schlu8folgerungen kommen: 

Mittels der Millonschen Reaktion kénnen wir bei An- 
wesenheit von Hisessig ganz geringe Mengen von Tyrosin fest- 
stellen. 





*) Die Bestimmungen fiihrten wir im Verlaufe von 11/, Jahren aus. 
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Benennung nach nach QO. Firth 

des EiweiBes Zuwerkalow {fund A. Fischer’) 
Casein . ao 6,8; 6,8; 7,2; 6,8 6,8; 6,8; 6,6 
mn og ks & we — 4,4—4,8 
Haémoglobin ... . — 2,8 
Edestin . ..... 4,9; 5,0; 4,8; 4,8 4,3; 4,2; 4,97) 
Fibroin. ..... — 10—11 
Albumin (Eier-) . . . 4,2; 4,8; 4,4 ~ 
Pepton Witte ... 6,4; 6,6 — 








Konzentrierte Essigsiure verhindert die Bildung von Nieder- 
schlagen bei der Reaktion zur Bestimmung von Tyrosin. 

Mit Hilfe des Eisessigs sind wir imstande, das Tyrosin 
unmittelbar aus dem EiweiB zu bestimmen, ohne dessen vorher- 
gehenden Hydrolyse, was die Reaktion wesentlich vereinfacht. 





1) O. Firth u. A. Fischer, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 22 (1924). 
2) Nach dem Bromadditionsverfahren. 

















Einflu8 von Vorbehandlungen auf die Eigenschaften 
von Ober- und Unterhefe. 


Von 


Hermann Fink und Hans y. Euler. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 
3 (Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1926.) 


Vor kurzem berichteten wir!) iiber das Verhalten kopro- 
porphyrinreicher Hefen in bezug auf die Auswaschbarkeit der 
Co-Zymase. Es war die bemerkenswerte Tatsache festgestellt 
worden, daB die in diesem Laboratorium vielfach untersuchte 
Stockholmer Unterhefe H nach Kultur in zuckerhaltiger Liésung 
(bei anaerober Ziichtung) in einen Zustand iibergegangen war, 
der insofern an denjenigen einer Oberhefe erinnerte, als die 
Co-Zymase nach dem Trocknen nicht mehr auswaschbar war. 

Zur Unterscheidung und Charakterisierung der Hefetypen 
Unterhefe—Oberhefe dient im allgemeinen ihr verschiedenes 
Verhalten gegeniiber dem ‘Trisaccharid Raffinose, das von 
A. Bau?) erkannt und methodisch ausgearbeitet worden ist. 
Wahrend Unterhefen Raffinose vollstindig zu vergiren im- 
stande sind, vergiren Oberhefen nur */, davon, nimlich den 
Fructoseanteil, und lassen die Melibiose ungespalten und un- 
vergoren zuriick. Mit anderen Worten, es fehlt den letzten 
das Enzym Melibiase. 

Schon Bau?) weist darauf hin, daB diese Unterscheidung 
nicht streng gilt, denn es gibt Ausnahmen in beiden Hefetypen. 

Jedenfalls war es von Interesse festzustellen, wie sich Unter- 





) vy. Euler, Fink und Nilsson, Diese Zs. Bd. 158, S. 302 (1926). — 
v. Euler und Fink, Diese Zs. im Druck. 
*) A. Bau, Zs. f. Spiritus-Industrie Bd. 18, S. 372 (1895). 
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hefe nach der Porphyrinvorbehandlung gegen Raffinose verhilt, ob 
sie auch in dieser Beziehung in den Oberhefentypus iibergeht, wie 
nach der Auswaschbarkeit der Co-Zymase zu schlieBen ist, oder 
ob ihr die Fahigkeit, Raffinose zu vergiren, erhalten geblieben ist. 

Verallgemeinert war die Fragestellung auch wichtig, um 
dariiber Klarheit zu schaffen, ob die Auswaschbarkeit der Co- 
Zymase parallel geht mit der Raffinosespaltung. 

Die Raffinosegirung fiihrten wir im wesentlichen nach 
A. Baus Vorschrift durch. Eine gréBere Anzahl von Reagens- 
glisern mit WatteverschluB mit je 10 com 1°/,iger Raffinose- 
lésung werden nach dem Sterilisieren mit je 0,4 g der zu unter- 
suchenden Hefe beimpft und dann im Thermostaten bei 30° 
gehalten. Nach 24, 48 und 72 Stunden werden die filtrierten 
Lésungen auf ihr Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche 
Lésung unter Einhalten bestimmter Bedingungen gepriift. 
Wihrend bei Unterhefen oder bei Oberhefen, die mit mehr als 
10°/, Unterhefe vermischt sind, schon nach 24 Stunden das 
Cu-Reduktionsvermégen = 0 geworden ist, zeigen die Proben 
mit reiner Oberhefe selbst nach 72 Stunden noch fast ebenso 
deutliche Oxydulbildung wie nach 24 Stunden. 

Um gleichzeitig quantitative Anhaltspunkte iiber den Ver- 
girungsgrad zu bekommen, haben wir die filtrierten Girfiiissig- 
keiten polarimetrisch untersucht. 


Versuche. 


Zunichst priiften wir die Bausche Methode nur qualitativ 
mit Kupferreduktion an Unterhefe H und Oberhefe R und 
konnten uns iiberzeugen, daB sich beide gegen Raffinose fiir 
ihren T'ypus charakteristisch verhielten. Bei ersterer gab die 
Girfliissigkeit nach 24 Stunden keine Reduktion mehr, wahrend 
bei letzterer noch nach 72 Stunden ebenso deutlich Cu,O- 
Bildung wie nach 24 Stunden beobachtet werden konnte. 

Drei Koprohefen, die wie tiblich vorbehandelt waren, gaben 
kein ganz einheitliches Resultat; II] zeigte reinen Unterhefen- 
typus, bei den anderen beiden (f und II) war erst nach 
48 Stunden keine Reduktion mehr zu beobachten; sie vergairten 
also Raffinose vollstiindig, aber langsamer als Unterhefe. Die 














Co ~w @ wis. 
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Verhiltnisse sind in der Tabelle schematisch dargestellt. Der 
Grad der Cu,O-Bildung wird durch + bis ++-+ bezeichnet. 











Girdauer in Stdn. 24 48 72 
1. Unterhefe H — a ons 
2. Oberhefe R + ++ +++ +++ 
3. Koprohefe I + ses a 
4. a II 4+- + re se 
5. * Il — anes _ 














Diese Resultate waren noch nicht entscheidend, da die 
untersuchten Koprohefen keine Reinkulturen waren. Bei der 
72 Stunden dauernden Raffinosegérung bei 30° wird natiirlich 
das Wachstum von Kahmhefen und anderen Keimen stark 
begiinstigt. Da aber bekanntlich gerade wilde Hefen, wie 
Sacch. Pastorianus I und III, Raffinose leicht vollstindig ver- 
giren, konnte also nur an rein geziichteten Koprohefen das 
Verhalten diesem Zucker gegeniiber festgestellt werden. Bei 
den folgenden Versuchen wurde auBerdem noch der Ver- 
lauf der Raffinosegirung durch Polarimetrieren der filtrierten 
Lésung verfolgt. Fiir jede Hefe wurden 6 Girproben angesetzt 
und je zwei nach 24, 48 und 72 Stunden untersucht. 

Ziichtung der Koprohefe. Eine Betriebsreinkultur der 
St. Eriks-Brauerei (Unterhefe H), etwa 5g abgesaugter Hefe 
entsprechend, wurden unter sterilen Bedingungen in 2 Liter 
der folgenden Niahrlésung 6 Tage bei Zimmertemperatur ge- 
ziichtet und steril abgesaugt. In 2 Liter sind enthalten: 


200 g Rohrzucker 0,8 g CaCO, 
2g Harnstoff 1,0 g CaCl, 
1,5 g KH,PO, + 0,5 g Na,HPO, 0,8 g MgSO, 


Je 0,4g wurden in die sechs mit 10 ccm 1°/,iger Raffinose- 
lésung gefiillten sterilen Reagensgliser gebracht. Ein analoger 
Kontrollversuch wurde mit der Ausgangshefe durchgefiihrt. 
Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Proben klar filtriert, 
im 10 cm-Rohr polarimetriert und mit Fehlingscher Lésung 
gepriift. Das Resultat ist aus folgender Tahelle ersichtlich. 
Die unter gleichen Bedingungen sterilisierte 1 °/,izge Raffinose- 
lésung gab 1,11° Drehung nach rechts im 10 cm-Rohr. 
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Cu-Reduktion Drehung ° im 1 dm-Rohr 

Gardauer | aint? rr pests em 
“eee se Te 
Koprohefe a |Spuren v. Cu,0| —j— 0,05 0,00 0,00 
- b + i | ee eet 0,01 | 0,00 
Unterhefe H a La. 0,01 | 0,00 0,00 


Koprohefe verhilt sich also gegen Raffinose wie eine 
Unterhefe. Die Garfahigkeit dieser Koprohefe ist aus folgender 
Tabelle zu entnehmen, sie ist normal. 


Hefesuspension: 1 g Hefe in 10 cem H,O. Mikrogirung 30°. 
I. 1  eem Suspension + 0,1 g Glucose +1 cem H,O. 








II. 0,5 eem - +- 0,1 g . +15 cem ,. 
III. 0,25 eem " + 0,1 g se +1,75cem ,, . 
Girdauer 
in. Minuten ss - -_ 
30 3,3 2,3 1,5 
60 5,9 3.5 1,9 
90 8,6 4,9 2,5 
120 11,2 6,1 3,0 
160 14,5 7,9 3,9 
180 15,5 8,6 4,1 
210) 17,0 9,6 4,8 
240 18,1 10,9 5,5 











Aus dem Rest stellten wir ein Trockenpraparat her und 
konnten wieder feststellen, daB die Co-Zymase nicht auswasch- 
bar war. Dadurch erinnert die Koprohefe an eine Oberhefe. 

2g Trockenhefe wurden mit 10 ccm Wasser 1/, Stunde 
geschiittelt und dann zentrifugiert. Lésung = Waschwasser. 
Die Hefe wird weiter '/, Stunde mit 200 ccm Wasser geschiittelt, 
abzentrifugiert und einmal in 4 Zentrifugenréhren gewaschen 
und schlieBlich in einer Réhre gesammelt. Suspendiert in 
5 com Wasser (Hefensuspension). 

Die Zuckerphosphatlisung bestand aus 2 g Glucose und 
10 ccm 10°/,igem Phosphatpufier p,, = 6,4. 











in 


id 
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Girungsproben. 
Lu. 2  1cem Hefensuspension + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung 
+ 0,5 cem Wasser. 
3u.4 0,5 cem Waschwasser + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung 
+ 1 ccm Wasser. 
5 u. 6  1ccem Hefensuspension + 0,5 com Zuckerphosphatlisung 
+ 0,5 eem Waschwasser. 


Mikrogiirung 30°. 


























| Gardauer 1 9 3 4 P P 
in Minuten 
30 1,9 2.0 0,6 0,3 24 2,3 
60 3,2 3,4 0,6 0,8 3,9 3,7 
90 4,6 4,7 0,6 0,3 5,4 5,1 
120 6,0 6,2 0,6 0,4 7,0 6,7 
160 8,0 8,3 0,6 0,4 9,1 8,3 
180 9,2 9,6 0,6 0,4 10,5 9,6 
195 10,1 10,5 0,6 0,4 11,4 10,5 


Die Annahme, da die Auswaschbarkeit oder Nichtaus- 
waschbarkeit der Co-Zymase durch Anpassung an das Nihr- 
substrat bedingt sein kénne, war nun sehr naheliegend. Wir 
haben deshalb umgekehrt versucht Oberhefe R, bei der die Co- 
Zymase in Trockenpraparaten festgebunden ist, durch Ziichtung 
in Bierwiirze in den Zustand einer Unterhefe mit auswaschbarem 
Co-Enzym iiberzufihren. Die zu den folgenden Vorversuchen 
verwendete Oberhefe R war ganz normal in bezug auf Aus- 
waschbarkeit, was aus folgendem Girverlauf hervorgeht. Die 
Methodik ist schon auf S. 196 beschrieben. 


Mikrogirung 30°. 
































Girdauer 1 . 9 4 5 ‘ 
in Minuten a 
30 2,3 2.6 0,3 0,4 1,9 2,7 
60 4,4 4,8 0,3 0,4 4,1 5,0 
90 1,8 1,6 0,3 0,4 7,1 8,0 
120 10,2 10,5 0,3 0,4 11,1 11,8 
155 14,3 14,6 0,3 0,4 16,4 17,6 
185 17,9 18,1 0,3 0,4 17,6 18,9 
245 19,4 19,6 0,3 0,4 18,6 19,8 
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25 g dieser R-Hefe wurden in frischem Zustand in 10 Liter 
ungehopfter Bierwiirze bei Zimmertemperatur geziichtet. Nach 
5 Tagen erhielten wir nach dem Dekantieren und Absaugen 
150 g Hefe, die nochmals in 700 ccm Wasser angeriihrt wurden, 
um die letzten Reste des Nahrsubstrates zu entfernen. Gleich 
nach dem Absaugen wurde daraus T'rockenhefe bereitet. Die 
‘Trocknungsdauer betrug 5 Tage. 

Die Prifung auf die Auswaschbarkeit der Co-Zymase 
wurde, wie oben beschrieben, ausgefiihrt. Der Verlauf der 
Girung ist aus den folgenden Tabellen zu entnehmen. 








Girdauer 


























in Minuten ‘ , ’ . ‘“ ’ 
15 0,4 0,1 0,7 0,9 1,2 0,9 
30 0,8 0,4 0,9 0,9 2,9 2,6 
60 1,4 0,9 0,9 1,0 «9,4 9,1 
90 2,4 2,0 0,9 1,0 14,1 13,7 
120 3,9 3,5 0,9 1,0 16,7 16,1 
150 5,8 5,3 1,0 1,1 17,8 17,4 
180 8,2 1,4 1,0 1,1 19,1 18,6 
240 13.9 13,8 1,0 1,1 21,4 21,1 


In der in Bierwiirze geziichtete R-Hefe ist die Co-Zymase 
also zum gr6éBten Teil nach dem Trocknen auswaschbar. Der einzige 
Kinwand ist der einer Verunreinigung durch Unterhefe, die sich 
natiirlich in Bierwiirze rascher vermehren wiirde als Oberhefe. 

Gegen diese Annahme spricht aber das Verhalten gegen 
Raffinose, das wir hier zunaichst nur qualitativ vergleichend 
mit Ausgangshefe R gepriift haben. Wie oben erwahnt, wiirde 
schon bei einer Verunreinigung mit 10°/, Unterhefe nach 
24 Stunden keine Oxydulbildung mehr eintreten. Die Reduktion 
der Fehlingschen Lésung war aber noch nach 72 Garstunden 
sehr stark, fast ebenso stark wie bei R-Hefe. 

Der Grad der Cu,0-Bildung wird durch + bis +++ bezeichnet. 








Girdauer in Stunden 24 48 72 


i — ——————————— 








In Bierwiirze geziichtete 
R-Hefe ...... +++ >> +> + + 











Oberhefe R .... . +++ + ras 











- eS Se OS 6S 








EinfluB von Vorbehandlungen auf Ober- und Unterhefe. 199 


Oberhefe R ist also in ihrem Verhalten gegeniiber Raf- 
finose auch nach Fortziichtung in Bierwiirze Oberhefe ge- 
hlieben. 


Auch diese Umziichtung haben wir unter sterilen Be- 
dingungen wiederholt. 


Von einer Oberhefen-Reinkultur, die wir Herrn Ober- 
ingenieur H. Brahmer verdanken, wurde in zwei Ansitzen 
jedesmal etwa 5 g in 2 Liter sterilisierter Bierwiirze weiter- 
geziichtet. Die Vermehrung war betrichtlich in beiden Fallen. 
Mit der steril abgenutschten Hefe setzten wir die Raffinose- 
girproben wieder in Doppelversuchen an. Die Drehungs- 
abnahmen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden im 10 cm-Rohr 
beobachtet, auBerdem die Kupferreduktion mit Fehlingscher 
Lésung; zum Vergleich zogen wir die Oberhefe R heran. 


Die Ausgangsraffinoselésung drehte 1,12° nach rechts in 
10 cm Schicht. 





Cu-Reduktion Drehung ° im 10 cm-Rohr 


Giirdauer oa | ~ 
in Stunden 24 | 48 | 4 : ” 48 | 72 


7 
Oberhefe [ap e+e | +4 | +++] 0,80 | 0,70 | 0,57 
in Bierwiirze 


geziichtet l(b] +++) +++) +++] 0,76 | 067 | 0,53 

Oberhefe ©. © [+++ ) 44+] +++] 0,93 | 0,85 | 
| 

Unterhefe . . . on oo ee 0,01 | 0,00 | 0,00 


} 











Das Resultat des Vorversuches wird somit im wesentlichen 
bestatigt. Die ,,umgeziichtete Oberhefe greift Raffinose nur 
sehr langsam an, viel langsamer als Unterhefe. Es ist aber 
nicht ausgeschlossen, daB durch lange Fortziichtung in Bier- 
wiirze und Anpassung der Zustand der Unterhefe allmahlich 
erreicht wird. 


Das Unvermégen dieser Hefe, Raffinose zu vergiren, kénnte 
aber auch bedingt sein durch eine allgemeine Schiadigung des 
Zymasesystemes. Daf dies nicht der Fall ist, geht aus dem 
normalen Verhalten bei der Glucosegirung hervor. 
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Hefesuspension: 1 g Hefe in 10 cem H,O. 
I. i ecm Suspension + 0,1 g Glucose +1 ccm H,O. 























II. 0,5 eem e + 0,1 g ma +15 ecem ,, . 
Ifl. 0,25 cem = + 0,1 g i +1,75eem ,, . 
Mikrogirung 30°. 
~ @urdauer _ r : 

‘ ; IIL. 
in Minuten . - 
30 2,1 1,9 1,2 
60 5,3 8,4 2,1 
100 9,6 5,8 3,2 
120 11,7 6,8 3,7 
150 15,1 8,7 4,8 











Die noch iibrige Hefe von den beiden Versuchen wurde 
nochmals in je 250 ccm Wasser suspendiert, um die letzten 
Reste der Wiirze zu entfernen, abgesaugt und dann rasch ge- 
trocknet. Als aber in den Trockenpraparaten die Auswasch- 
barkeit bestimmt werden sollte, zeigte sich, daB die Girungs- 
enzyme beim Trocken zerstért worden waren. 


Zusammenfassung. 


Ob in Hefetrockenpraparaten die Co-Enzyme auswaschbar 
sind oder nicht, haingt von den Ziichtungsbedingungen, be- 
sonders von der Zusammensetzung des Nahrbodens der Hefe 
ab. Unterhefe verliert die Auswaschbarkeit nach Kultur in 
zuckerhaltiger Losung, Oberhefe erlangt diese Fahigkeit (mit 
groBer Wahrscheinlichkeit), wenn sie in Bierwiirze geziichtet wird. 
Der eine von uns (H. F.) wird auf seinen diesbeziiglichen Be- 
fund bald zuriickkommen. 

Infolge dieser leichten Veranderlichkeit in den Bindungs- 
verhaltnissen scheint es wenig geeignet zu sein, diese Kigen- 
schaft zur Charakterisierung der Hefetypen Unterhefe—Oberhete 
heranzuziehen. Fast gar nicht oder doch nur in geringem Grade 
wird dagegen die Fahigkeit einer Hefe, Raffinose zu vergiren, 
durch die Nahrlésung beeinfluBt. Unterhefe bleibt in dieser 
Hinsicht Unterhefe auch nach der Kultur in Zuckerlésung, 
Oberhefe bleibt Oberhefe nach Ziichtung in Bierwiirze. 

















EinfluB von Vorbehandlungen auf Ober- und Unterhefe. 201 


Zur Unterscheidung von ober- und untergiirigen Hefen 
verdient somit die von Bau vorgeschlagene Methode mit Raf- 
finose als Substrat den Vorzug. 

Wenn auch in geringem Grade Anpassung stattfindet, so 
diirfte ein vollstiindiger Ubergang in die andere Form nur 
durch sehr lange Fortziichtung erreichbar sein. 

DaB keine Parallelitiit besteht zwischen der Auswasch- 
barkeit der Co-Zymase und der Raffinosevergirung, ist nicht 
auffallend. Wihrend es sich im ersten Falle um die Bindungs- 
festigkeit handelt, wird die letztere Fiahigkeit bedingt durch 
das Fehlen bzw. die Mitwirkung des Enzyms Melibiase. Soll 
eine Oberhefe die Fahigkeit erlangen Raffinose zu spalten, so 
ist dies mit der Neuerwerbung einer enzymatischen Fiahigkeit 
verkniipft, was wohl ein komplizierterer Vorgang sein diirfte 
als die Verfestigung oder Lockerung der Co-Zymase. 


Dem International Education Board (Rockefeller-Stiftung) 
danken wir auch hier bestens fiir das gewihrte Stipendium. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXIII. 14 





Co-Zymase X. 
Von 


Hans y. Euler, Ragnar Nilsson und Brita Jansson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1926.) 


Durch die EKinsicht, daB das Co-Enzym des Hexoseabbaues 
die Bildung des Zymophosphates, die Methylenblauentfirbung 
durch ausgewaschene Trockenhefe und eine den Gérungs- 
vorgang einleitende Vorstufe der Cannizzaroreaktion beschleunigt, 
kniipft sich an dieses Co-Enzym eine Reihe neuer Probleme. 

Wie kiirzlich bereits erwihnt wurde’), ist fiir das Fort- 
schreiten des Zuckerabbaues nicht die Gegenwart von Zymo- 
phosphat an sich das Wesentliche, sondern der zu diesem 
Stofffihrende Vorgang, welcher an die zu CO, und Alkohol 
fiihrende Spaltung gekoppelt ist. 

Es erhebt sich aber dann die Frage, ob der Co-Zymase 
nicht in ihrer Funktion als Co-Mutase eine iiber den Reak- 
tionskreis der alkoholischen Girung hinausgehende, noch all- 
gemeinere Bedeutung zukommt.’”) 

Fiir das Oxydo-Reduktionsenzym der ausgewaschenen Hefe 
ist Zymophosphat und damit vermutlich Bioglucose (Blutzucker) 
ein besonders guter, vermutlich der natiirliche Donator. Fiir 
dieses Enzymsystem der Hefe scheint andererseits die Bernstein- 
siure (Succinat) als Donator wenig brauchbar zu sein, wahrend 
Thunberg und Ahlgren bei ihren Arbeiten mit Muskel die 
sehr guten Donatorwirkungen des Succinats wiederholt nach- 
weisen konnten. Es scheint uns daher notwendig, zu _ priifen, 
ob nicht Thunbergs Annahme einer Mehrheit von Dehydro- 
genasen insofern zu Recht besteht, als wenigstens zwei groBe 
Gruppen von oxydo-reduzierenden Enzymsystemen existieren: 





1) Euler, Myrbick u. Nilsson, Sv. Kem. Tidskr. 38 (1926). 

2) Uber die Wirkung der Co-Mutase, die bisher nur mit ausgew. 
Hefe an Acetaldehyd geprift ist, auf Dioxyaceton und Methylglyoxal 
werden Euler und Myrbick bald berichten. 














Co-Zymase X. 203 


1. das mit der alkoholischen Girung bzw. anaeroben Atmung 
verkniipfte Oxydoreduktionssystem, welches das Zymophosphat 
baw. eine aktive Glucoseform als natiirlichen Donator ver- 
wendet und nur in Gegenwart von Co-Zymase wirksam ist, 

2. ein fiir Abbauprodukte von EiweiB und Aminosiuren 
spezifisches Knzymsystem der Oxydoreduktion, welches u. a. 
Bernsteinséure zu Fumarsiure oxydiert und eventuell mit der 
oxydativen Bildung echter heterocyclischer Ringe wie Pyrrol 
zusammenhingt. (Versuche mit Succinimid als Donator bei 
der Mb-Reduktion waren jedoch bis jetzt ohne Erfolg.) 

Sollte die Co-Zymase — was sich experimentell feststellen 
laBt — auch an dieser zweiten Gruppe von Oxydoreduktionen 
mitwirken, so ist dieses Co-EKnzym an der sicher bestehenden 
Kuppelung zwischen Kohlehydrat- und KiweiBstoftwechsel beteiligt 
und erfiillt eine den enzymatischen Stoffwechsel des tierischen 
(Muskel, Blut usw.) und pflanzlichen Gewebes umfassende Aufgabe. 

Zu der sichergestellten Rolle der Co-Zymase beim Kohle- 
hydratabbau ware zunichst noch folgendes zu bemerken: Die 
Gegenwart der Co-Zymase in den roten Blutkérperchen?) legt 
die Vermutung nahe, da8 in den letzteren glykolytische Pro- 
zesse verlaufen.”) Die in den Blutkérperchen vorhandenen 
organischen Phosphate sind nicht allein Nucleinsiuren und 
Derivate derselben, sondern auch Kohlehydratphosphate, worauf 
wir noch naher zuriickkommen. Ob rote Blutkérperchen Brenz- 
traubensiure zerlegen, wissen wir noch nicht. 

Dagegen ist bekannt, daB Muskelgewebe, welches Glykogen 
deutlich oder sogar kriftig zu Milchsiure abbaut und welches 
eine starke Phosphatesewirkung zeigt, Brenztraubensiure wenig 
oder nicht zu spalten vermag. Da die Spaltung der Brenztrauben- 
siure von Co-Zymase unabhingig ist, hat schon Neuberg?) an- 
gegeben und diese Angabe konnte von Kuler undS. Karlsson‘%) 
und von Nilsson und Sandberg’) durchaus bestitigt werden. 


1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 63 (1926). 

7) In der Tat konnten wir Glucoseabbau durch Blut nachweisen. 

*) Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Zs. Bd. 51, S. 128 (1913). 

*) Euler u. Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, S. 551 (1922). 

°) Nilsson u. Sandberg, Biochem. Zs. Bd. 174, S. 106 (1926). 
14* 
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Dies l4Bt immerhin den SchluB zu, daB die weitere Ver- 
wandlung der Brenztraubensiure keine solche Oxydoreduktion 
(Cannizzaroreaktion) ist, welche mit der enzymatischen Cannizzaro- 
reaktion des Acetaldehyds in nichster Beziehung steht; die 
letztere wird durch die Co-Zymase aktiviert. 

In diesem Zusammenhang ist es auch bemerkenswert, dat 
die ausgewaschene Trockenhefe, welche als Dehydrogenase 
fungiert, noch reichliche Mengen von Katalase enthilt. Wie 
sich ausgewaschener Muskel in dieser Hinsicht verhilt, ist 
noch unbekannt. 

Auf die Fragestellungen, welche sich speziell auf unsere 
Muskelversuche kniipfen, kommen wir S. 213 zuriick. 


A. Uber die Wasserstoffdonatoren der Dehydrogenasen. 


In einer friiheren Mitteilung') ist gezeigt worden, da das 
Reduktionsvermégen von Hefe gegeniiber Methylenblau durch 
Succinatzusatz nur wenig beeinfluBt wird. Auch bei einem 
ausgewaschenen Trockenpriparat aus Rattenmuskulatur wurde, 
selbst in Gegenwart von gereinigtem Co-Enzym, kein erheblicher 
Succinateffekt konstatiert. Der Einwand wire hier berechtigt, 
daB die Succinodehydrogenase durch das Waschen in Lésung 
geht. Die Versuche sind jetzt in einigen Richtungen erginzt 
worden. Von besonderem Interesse scheint uns die Fest- 
stellung, ob das Trocknen des Muskels auf den Succinateffekt 
einen HinfluB ausiibt. Gleichzeitig werden die entsprechenden 
Versuche mit Zymophosphatzusatz statt Succinatzusatz ge- 
macht. Durch Zymophosphatzusatz wird nach unseren friiheren 
Erfahrungen das Reduktionsvermégen von ausgewaschenen 
Trockenpriiparaten aus Hefe oder Muskel in Gegenwart von 
gereinigtem Co-Knzym erheblich aktiviert. Bei frischer Hefe 
tritt dagegen durch Zymophosphatzusatz keine erhebliche Akti- 
vierung ein, vielleicht deswegen, weil der erforderliche Donator 
schon vorhanden ist. . 

Die Succinatlésung, die zu allen Versuchen benutzt wurde, 
hatte folgende Zusammensetzung: 


') Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, 8, 72 (1926). 








ere 
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0,3 g Bernsteinsiure wurde mit NaOH bis rot gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert. Totalvolumen durch Zusatz von Wasser 
100ccm. Ein Zusatz von 1 ccm Na-Succinat entspricht also 
in der Methylenblauprobe rund 0,01 Mol. 

10°/,ige Zymophosphatlésung aus ,,Candiolin‘ (Bayer) 
dargestellt. 

Zu den Versuchen wurde die gewéhnliche Methylenblau- 
methodik verwendet. 


Versuch 1. Frische gewaschene Froschmuskulatur. 


Rana temporaria. Der Muskel wurde fein zerschnitten, 
4mal mit etwa der 30fachen Menge Wasser gewaschen und 
dann zwischen Filtrierpapieren abgepreBt. In jede Probe wurde 
sogleich 0,2 g eingewogen. 


Zimmertemperatur. 











: : - . Entfirbungszeit 
Nr. | Muskel + 0,5 eem Mb + 0,5 com Na,HPO, + (Min.) 
1, 2 1,5 cem Wasser Nach 18 Stdn. 
stark gefirbt 
3 1,5 cem Na-Suecinat 186 
4 0,5 cem Na-Succinat + 1,0eem Wasser 203 
5 0,25cem + 1,25 ,, 288 
6 0,10 cem o" +1,40cem ,, 301 
7, 8 0,5 cem Zymophosphat + 1,0cem Wasser 206, 181 


Versuch 2. Trockenpriparat aus nicht gewaschener 
Froschmuskulatur. 
Aus frischer Froschmuskulatur wurde ohne vorhergehendes 
Waschen ein Trockenpriiparat mit Alkohol und Ather dar- 
gestellt. In jede Probe wurde 0,2¢ eingewogen. 























20°. 
Oy Sew. | Entfiirbungszeit 
Nr. | Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5cem Na,HPO,+ (Min.) 
: 1, 2 i 1,5cem Wasser | Naeh 4,5 Stdn. 
schwach gefiirbt 
3 1,0cem Na-Succinat + 0,5 cem Wasser 129 
4 0,5 cem “ + 1,0 cem - 175 
5, 6 0,5 cem Zymophosphat + 1,0 cem Wasser 16, 17 
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Um die Verhiltnisse bei der frischen Muskulatur und bei 
dem Trockenpriparat besser vergleichen zu kénnen, wurder 
folgende Versuche gemacht. 

Der frische Muskel wurde zuerst ohne vorhergehendes 
Waschen gepriift. Aus demselben Muskelbrei wurde ein Trocken- 
praparat mit Alkohol und Ather dargestellt. 


Versuch 38. Priifung der frischen Muskulatur. 


























20°. 
N 0,3 g Muskel + 0,5 cem Mb Entfarbungszeit 
as 4+ 0,5cem Na,HPO, + (Min.) 
, 1,5cem Wasser 31, 26 
3, 1,5cem Na-Succinat 22,5, 24,5 
5, 6, 7 0,5 cem Zymophosphat + 1,0 cem Wasser 47,5, 39,5, 47,0 
Versuch 4. Prifung vom Trockenpriparat. 
20°. 
N 0,1 g Tr -Muskel + 0,5 eem Mb Entfirbungszeit 
wait + 0,5cem Na,HPO, + (Min.) 
1, 2 1,5 ccm Wasser 28, 26 
3, 4 1,5 cem Na-Succinat 19, 20,5 
5, 6 0,5 eem Zymophosphat + 1,0 cem Wasser 15,5, 15,5 








Der frische Muskel hat 20°/, Trockengewicht. Eine Akti- 





vierung durch das Trocknen wurde also diesmal nicht konstatiert. 

Mit frischer, ausgewaschener Muskulatur wurden ent- 
sprechende Versuche gemacht. Die frische Muskulatur wurde, 
wie friiher beschrieben, gewaschen und wurde dann unmittelbar 





und nach Behandlung mit Alkohol und Ather gepriift. 














Versuch 5. Priifung der frischen Muskulatur. 
20°. 
0,2 g Muskel + 0,5 cem Mb Entfirbungszeit 
air. + 0,5 cem Na,HPO, (Min.) 
1, 2 1,5cem Wasser ach 6 Std. 
stark gefiirbt 
3 1,5ceem Na-Succinat 121 
4 1,0cem Na-Suceinat + 0,5 cem Wasser 123 
5 0,5 cem ‘ + 1,6 ccm “ 142 
$, 7 0,5 cem Zymophosphat + 1,0 eem " 93, 125 
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Versuch 6. Prifung vom Trockenpraiparat. 
20°, 
- Nr 0,2 g Tr.-Muskel + 0,5 cem Mb Entfirbungszeit 
a 3 + 0,5 ccm Na,HPO, + (Min.)_ 
1, 2 1,5cem Wasser 24, 24 
3 1.5 cem Succinat 22 
4 1,0 cem Na-Succinat + 0,5 cem Wasser 20 
5 0,5 cem ws + 1,0 cem - 23 
6, 7 0,5 cem Zymophosphat + 1,0 ccm Wasser 16, 21 








Der frische Muskel hat 19°/, Trockengewicht. Pro Gramm 
Trockengewicht ist also hier das Reduktionsvermégen des 
Trockenpriparates gréBer als das der frischen Muskulatur. 
Entsprechende Versuche wurden mit Rattenmuskulatur ge- 
macht. 


Versuch 7. 


Der Muskel wurde wie in Versuch 1 behandelt. Zu jeder 
Probe 0,2 g Muskel. 


Frische gewaschene Rattenmuskulatur. 























20°. 
Nr. | Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5ccem Na,HPO, + Entfirbungsreit 
(Min.) 
1 1,5 cem Wasser 176 
2 1,5cem Na-Succinat 95 
3 1,0eem Na-Succinat + 0,5 cem Wasser 14 
4 0,5 cem - + 1,0 cem * 78 
5, 6 0,5 cem Zymophosphat + 1,0 ecm Wasser 112, 122 


Versuch 8. Trockenpraparat aus nicht gewaschener 
Rattenmuskulatur. 


Das Trockenpraparat wurde wie in Versuch 2 dargestellt. 
Zu jeder Probe 0,2 g Trockenpriiparat. 























20°. 
Nr. | Muskel + 0,5 ecm Mb + 0,5cem Na,HOP, + =a 
Min. 

1, 2 1,5 cem Wasser 12,0, 11,5 

3 1,5 cem Na-Succinat 8,5 

4 1,0cem Na-Succinat + 0,5 cem Wasser 8,75 

5 0,5 cem - + 1,0 ccm . 9,25 
6, 7 0,5 ecm Zymophosphat + 1,0ccm Wasser 7,0, 5,8 
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Versuch 9. Trockenpraparat aus gewaschener Ratten- 
muskulatur. 

Der frische Muskel wurde fein zerschnitten und mit Wasser 
gewaschen wie in Versuch 1. Aus dem gewaschenen Muskel 
wurde ein Trockenpriparat mit Alkohol und Ather dargestellt. 
Zu jeder Probe 0,2 g Trockenpriparat. 




















20°. 
ae: Maca oo Entfirbungszeit 

Nr. | Muskel + 0,5 ccm Mb + 0,5 cem Na,HPO, + jan 

i, 2 1,5 cem Wasser 12,5, 12,0 

3 1,5 cem Na-Succinat 8,5 

4 1,0cem Na-Succinat + 0,5 cem Wasser 10,0 

5 0,5 eem ss + 1,0 ecm - 10,5 
6, 7 0,5cem Zymophosphat + 1,0cem Wasser 8,0, 8,0 


Die oftenbar sehr variablen Reduktionswirkungen der 
Muskeln (vgl. auch Ergebnisse tiber rote und weiBe Muskulatur) 
mégen zum groBen Teil auf wechselnde Mengen Donator- 
substanz, besonders wechselnde Mengen Zymophosphat zuriick- 
zufiihren sein. Aber auch andere vom physiolvgischen Zustand 
abhingige Muskelbestandteile sind in Betracht zu ziehen, besonders 
einerseits eisenhaltige Oxydationskatalysatoren und freie SH- 
Gruppen, andererseits Hemmungskorper (Anti-Enzyme, z. B. auch 
Anti-Pnein[Batelliu. Stern] und insulinabnliche Stabilisatoren). 


B. Versuche tiber die Zusammenwirkung der Enzyme des 
Kohlehydratabbaues im Muskel. 


Nachdem Versuche aus diesem Laboratorium, die vor 
einiger Zeit an anderem Orte kurz zusammengefaBt wurden’), 
ergeben hatten, daB der Kohlehydratabbau durch eine Vor- 
stufe zu einer Cannizzaroreaktion eingeleitet wird, an welcher 
die Co-Zymase wesentlich beteiligt ist, und nachdem somit ge- 
zeigt war, daB die Phosphorylierung an eine unter Beteiligung 
dieser Co-Zymase entstandene besondere Hexoseform gekniipft 
ist, war unsere nichste Aufgabe, die Zusammenwirkung der 





'! Euler, Myrbick u. Nilsson, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 38. 
S. 353 (1926). 
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Phosphatese mit den tibrigen Enzymen des Kohlehydratabbaues 
in Hefe und Muskel zu studieren. Es handelt sich dabei einer- 
seits um die quantitative Beziehung zwischen den Wirkungen 
eines Enzymmateriales, womdéglich einer Knzymlésung: 

1. auf die Methylenblauentfirbung (Oxydoreduktion), 

2. auf die Phosphorylierung, 

3. auf die CO,-Entwicklung aus Zymohexosen (Hefe), 

4, auf die Milchsiurebildung aus Zymophosphat bzw. aus 
Glykogen (Muskel) und den evtl. Wiederaufbau von Hexose 
bzw. Glykogen aus Milchsiure. 

Wir kniipfen damit an die fritheren Versuche aus diesem 
Laboratorium von Kuler, Myrbick und Karlsson‘) an, 
welche an getrockneter Kaninchenmuskulatur versuchten, die 
aktive, dem Blutzucker nahestehende Form der Glucose, welche 
aus Glykozgen entsteht, zum enzymatischen Milchsiureumsatz, 
Spaltung und Wiederaufbau des Glykogens zu verwenden. Dabei 
wurde von den von Meyerhof?) erhaltenen sehr interessanten 
Ergebnissen ausgegangen, nach welchen der Wiederaufbau des 
Glykogens an die Veratmung zu CO, energetisch gekniip{t ist. 

Euler und Myrbick’) konnten zeigen, daB zu Kanin- 
chenmuskel zugesetztes Glykogen weitgehend zu 
Hexose gespalten wird. 

Dagegen war es damals noch nicht gelungen, die Wirkung 
der Muskelphosphatese von der iibrigen Muskelsubstanz zu 
isolieren. Auf Grund unserer kiirzlich mitgeteilten Ergebnisse 
(Sv. Kem. Tidskr. 38, 353; (1926)], welche den Zusammenhang 
zwischen Glucosespaltung, Dehydrogenase und Phosphatese dar- 
tun und die Kuppelung zwischen Hexoseabbau und Phosphory- 
lierung im Sinne der Hardenschen Gleichung erklirt*), haben 





Euler, Myrbieck u. Karlsson, Diese Zs. Bd. 143, 8S. 243 
(1924/25); Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 37, 8. 173 (1925). 

*) Meyerhof, Lohmannu. Meier, Biochem. Zs. Bd. 157,8.459(1925). 

*) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 150, S. 1 (192%). 

4) Anmerkung beider Korrektur: Kurz nach dem Erscheinen der 
genannten Arbeit von Euler, Myrbick und Nilsson schligt Meyerhot 
(Naturw. Dezemberheft 1926) auf Grund eigener Versuche [s. auch Biochem. 
Zs. Bd. 178, S. 462 (1926)] eine interessante Umformung der Hardenschen 
Gleichung vor. Wir werden auf dieselbe bald eingehender zuriickkommen. 
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wir die Versuche zur Isolierung der Teilenzyme des Kohle- 
hydratabbaues fortgesetzt mit dem direkten Ziel, die enzyma- 
tische Bildung und Spaltung der Bioglucose quantitativ zu 
studieren, zunachst experimentell zu ermitteln, welche Wirkung 
der Reduktion, der Phosphorylierung und des Milchsiure- 
umsatzes einander entsprechen. Die Tabelle gibt iiber die 
Wirkungen der ungereinigten Lésungen Auskunft; wir hoffen 
bald tiber das Ergebnis von Reinigungsversuchen Mitteilung 
machen zu kénnen.?) 





Ks wurde untersucht, ob durch Reiben der fein- 
geschnittenen Muskulatur mit Sand und Wasser die Enzyme 
in Lésung gehen. Zuerst wurde die Reduktase gepriift. 


Versuch 10. 


10 g Rattenmuskulatur wurden mit 20 g Sand und 20 ccm 
Wasser von 0° unter Eiskiihlung 5 Minuten zerrieben. Da- 
nach wurde zentrifugiert und filtriert. Das Filtrat wurde als 
Reduktase gepriift. Der EinfluB verschiedener Wasserstoff- 
donatoren wurde studiert. 

Zu diesem und zu den folgenden Versuchen wurden 
folgende Reagenzien verwendet: 


Na-Succinatlésung: 0,3 g Bernsteinsiiure mit NaOH bis rot gegen 
Phenolphthalein neutralisiert. Volumen 100 cem. 

Zymophosphatlésung: 10°/,ig. aus Candiolin (Bayer). 

Methylenblau und Puffer wie vorher. 

Versuchstemperatur bei den Reduktaseproben immer 20°. 

















Nr. 0,5 cem Mb + 0,5cem Na,HPO, + aenarenggaent 
(Min.) 

‘. = 1 cem Extrakt + 0,5 eem Wasser 119, 118, 

3, 4, 1 ccm » + 0,5 cem Na-Succinat 77, 16, 








5 1 ecm ; + 0,5 cem Zymophosphat 75 


1) Man kann natiirlich fragen, ob nicht aus Muskel oder Muskel- 
extrakt unter geeigneten Bedingungen (geeignete Vorbehandlung des 
lebenden Tieres) ein Enzym gewonnen werden kann, welches ohne die 
Zwischenstufe des Zymophosphates den Abbau einer Bioglucose durch- 
zufiihren vermag. 
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Versuch 11. 


Der EinfluB der Extrahierungstemperatur wurde untersucht. 
Die Extraktion wurde diesmal mit Wasser von 30° gemacht. 








Entfirbungszeit 








Nr. 0,5 eem Mb + 0,5 eem Na,HPO, + ; 
(Min.) 
i, 3B, 1 cem Extrakt + 0,5 ecm Wasser 124, 108, 
8, 4, 1 ccm » + 0,5 cem Na-Succinat 45, 49, 
5, 6 1 ecm + 0,5 cem Zymophosphat 96, 108 


Trockengewicht des Extrakts pro 1 ecm: 0,03 g. 


Ks bot also keine Vorteile, die Extraktion unter Kiskiihlung 
vorzunehmen. Die folgenden Extraktionen wurden deshalb bei 
Zimmertemperatur gemacht. 


Versuch 12. 


In diesem Versuch wurde der Muskelextrakt gleichzeitig 
auf Mb-Reduktion, Milchsiurebildung und Phosphorylierung 
geprift. Der Extrakt wurde wie vorher dargestellt. Trocken- 
gewicht vom Extrakt 0,019 g pro 1 ccm. 


Mb-Reduktion: 
Diesmal wurde auch Glykogen als Wasserstoffdonator gepriift. 


1°/,ige Glykogenlésung. 





Entfarbungszeit 














Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 cem Na,HPO, + ; 
(Min.) 
1, 2 1 cem Extrakt + 0,5 cem Wasser 115, 112, 
3, 4, 1 ecm + 0,5 cem Na-Succinat 83, 82, 
5, 6, 1 cem +- 0,5 cem Zymophosphat 89, 94, 
7, % 1 cem . + 0,5 eem Glykogenlés. 98, 101 
Milchsiurebildung: 


Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur (17°) angestellt. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischungen: 
A B C 
15 cem Extrakt 15 eem Extrakt 15 cem Extrakt 
45 eem Wasser 12 cem 1°/,iger Glyko- 3 ecm Zymophosphat- 


genlésung lésung 
33 ccm Wasser 


42 eem Wasser 
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Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben von 15 ccm ent- 
nommen und in 15 ccm Schenkfliissigkeit hineinpipesiert. Die 
Milchsiiurebildungen wurden nach der Methode, die u. a. von 
Hirsch-Kauffmann}) beschrieben ist, ausgefiihrt. Die Milch- 
siurewerte in der Tabelle beziehen sich auf die ganze Re- 
aktionsmischung. 














mg Milchsiure mg mol. Milchsiure 
Stunden | - : ) a Sen ) 
A | B | C A | B C 
” I _| 
0 518 | 5,00 | 4,95 | 0,0576  0,0556 | 0,0550 
4 2,27 237 6,98 | 0,0252  0,0263 | 0,0775 
8 3.72 4,60 6,90 | 0,0415  0,0511 | 0,0766 


Phosphorylierung: 

Die Phosphorylierung im Muskel wird bekanntlich durch die Wir- 
kung der Muskelphosphatase verschleiert. In den Phosphorylierungs- 
versuchen wurde deshalb versucht die Phosphatasewirkung durch Zu- 
satz von NaF auszuschalten. Die Versuche wurden bei Zimmertempe- 
ratur (17°) gemacht. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischungen: 


A B C 
15 eem Extrakt 15 cem Extrakt 15 ecm Extrakt 
30 eem 1°%/,ige NaF- 30 eem 1°/,ige NaF- 30 cem 1°/,ige NaF- 
Lésung Lésung Lésung 
15 cem Wasser 12 cem 1°/,ige Glyko- 3 eem Zymophosphat- 
genloésung lésung 
3 cem Wasser 12 cem Wasser 


Proben mit 15 ccm zu 15 ccm Schenkfliissigkeit. Die 
Phosphatbestimmungen wurden nach der Mikromethode von 
Kmbden?) ausgefiihrt. 

Die P,O,-Werte beziehen sich auf die ganze Reaktions- 
mischung. 


) van Slyke u. Clausen, Jl. of Biol. Chem. Bd, 52, 8. 263 (1922). 
Die ausfihrliche Beschreibung der friiher von Embden mitgeteilten 
Methode Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 

2) Embden, Diese Zs. Bd. 113, 8. 188 (1921). 
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mg P.O, mg mol. P.O, 
Stunden |—— —_——__________— -———}- - 
A | B | C A | B C 
0 142 |; 145 | 188 0,100 | 0,102 | 0,132 
14.3 | 120 | 25,9 0,100 | 0,084 | 0,182 
. 14,9 | 12.6 27,3 0,105 | 0,089 | 0,192 


Die Hauptergebnisse unserer Untersuchungen iiber die 
Knzyme im Muskelextrakt kénnen wir einstweilen so formulieren: 
1. Der Extrakt zeigt die enzymatische Methylenblaureduktion. 

2. Im Extrakt findet sowohl Milchsiurebildung als Milch- 
siureverbrauch statt. 

3. Im Extrakt findet ein Phosphatumsatz statt. 

Den vermutlich mit der Phosphatese gekoppelten Enzym- 
komplex der Synthese: Dreikohlenstoffkérper — akt. Hexose — 
Glykogen (Glykogenese), den wir schon friher vergeblich in der 
Hefe gesucht haben, konnten wir im Muskelextrakt noch nicht 
mit Sicherheit nachweisen. Dagegen gelang es, bei Verwendung 
von Muskel-Trockenpraparat durch Glykogen die Oxydo- 
Reduktion zu beschleunigen. 


C. Verteilung der Co-Zymase zwischen Blut und Muskel. 


Versuchstiere waren zwei groBe, weiBe Ratten. Die Tiere 
wurden durch einen Schlag ins Genick betéubt und dann deka- 
pitiert und entblutet. Dann wurden sofort Muskel und Blut zu 
Co-Zymasepraparaten verarbeitet und zwar in folgender Weise: 

Der Muskel (graviden Tieren entstammend) wurde fein 
zerschnitten und 10 g des Muskelbreies in 25 ccm kochendes 
Wasser hineingeriihrt. Nach dem Erkalten wurde filtriert. 

Vom Blut wurden 5 ccm in 15 ccm kochendes Wasser 
eingetropft. 

Das Eingeweide wurde entfernt und das Totalgewicht von 
Muskeln und Knochen (den Kopf ausgenommen) wurde ermittelt. 
Die Knochen wurden dann von Fleisch befreit und gewogen. 

In dieser Weise wurde das Totalgewicht der Muskel bei 
dem einen Versuchstiere zu 92g, bei dem zweiten zu 88 g 





a | 
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gefunden. 


Fallen gleich 10 ccm gesetzt. 
Die Co-Zymasebestimmungen wurden nach dem Mikro- 
garungsverfahren von Kuler und Myrbick!) gemacht. Temp. 30°. 


Das Blutvolumen wurde schatzungsweise in beiden 








Stunden 


(1) 


(I) 


0,50 
0,75 
1,08 
1,33 
1,50 
1,75 
2,00 
2,25 
2,50 


0,50 
0,75 
1,08 
1,33 
1,50 
1,75 
2,00 
2,25 
2,50 





























ecm Muskelextrakt ecm Blutextrakt sates wamer 
Mittel 
1,0 0,5 1,0 0,5 1,0 
I. Ratte, Muskelgewicht 92 g. 
2,1 1,4 1,85 0,75 0,0 
4,25 2.5 3,0 1,4 0,0 
5,9 3,85 4,2 2,1 0,0 
6,45 4,7 5,05 2,7 0,0 
6,7 5,1 5,4 3,05 0,0 
7,05 5,65 6,0 3,55 0,0 
7,3 5,8 6,3 3,9 0,0 
7,5 6,1 6,7 4,4 0,0 
7,7 | 6,3 7,0 4,8 | 0,0 
II. Ratte, Muskelgewicht 88 ¢ 
2.15 1,3 | 1,75 | 0,75 0,0 
4,1 2.35 2,75 | 1,85 0,0 
5,6 3,5 88 | 1,95 0,0 
6,2 4,25 4,55 | 2,4 0,0 
6,4 4,6 49 | 26 0,0 
6,75 5,15 5500] 8,2 0,0 
6,9 5,4 59 | 3,5 0,0 
7,2 5,8 62 | 38 0,0 
7,4 6,0 6,5 4,0 0,0 





ecm CO,/Stunde pro 1 cem Extrakt. 


Muskel 
Blut 





I II 
8,8 8,4 
5,4 4,8 


Das Verhalten Co-Zymase im Blut: Co-Zymase im Muskel in 





10 5,4 


92 8,8 


10 4,8 


88 8,4. 


1 « 
5’ 
1 


1 


gr 


4 


1) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 136, S. 107 (1924). 
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Der obige Nachweis von erheblichen Mengen Co-Zymase 


in den roten Blutkérperchen ist nun zu erginzen durch die 


Feststellung des Zymophosphatgehaltes der roten Blutkérper- 
chen!); ein nicht unwesentlicher Teil des organisch gebundenen 
Phosphates dirfte sich als Kohlehydratphosphorsiureester, sei 
es Monoester oder Diphosphat, erweisen. 


Co-Zymase in weifer und in roter Muskulatur. 


Nach Versuchen von Ahlgren?) ist das Reduktions- 
vermégen gegeniiber Methylenblau gréBer fiir rote Muskulatur 
als fir weife. Es hat uns in diesem Zusammenhang inter- 
essiert, wie sich die Co-Zymase auf weiBe und rote Muskulatur 
verteilt. 

Bis jetzt legen nur einige Versuche mit Kaninchen- 
muskulatur vor. Bei diesen Versuchen haben wir jedoch einen 
héheren Co-Zymasegehalt der roten Muskulatur nicht kon- 
statieren kénnen. In einem Versuch, wo das Kaninchen durch 
Durchspiilen mit phys. NaCl-Lésung kiinstlich entblutet wurde, 
zeigte der Extrakt aus weiBer Muskulatur vielmehr einen 
héheren Co-Zymasegehalt. 


D. Zymophosphatspaltung durch ausgewaschene Trockenhefe. 


A. Girungsversuch. 


Hefesuspension: 2g ausgewaschene Trockenunterhefe H + 2 ccm 
10 °/,igem Phosphatpuffer (py = 6,4) + 3 cem Wasser. 

Zymophosphat: 10 °/,ige Lésung aus Candiolin dargestellt. py = 7,01. 

Co-Zymase: Ein gereinigtes Priiparat ACo = 77000 mit Wasser 50mal 
verdiinnt. 


Zusammensetzung der Girungsproben: 


1, 2. 1ceem Hefesusp. + 1 cem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser. 
3, 4 Iecm ‘i + 1eem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase. 
5, 6 1eem ‘ + 1eem Wasser + 0,5 cem Co-Zymase. 


1) Vgl. hierzu auch Robison u. Soames, Biochem. Jl. Bd. 18, 
S. 740 (1924). — Kay u. Robison, Bd. 18, S. 755 (1924). — Dolhaine, 
Biochem. Zs. Bd. 178, S. 234 (1926). 

*) Ahlgren, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 41, S. 1 (1921). 
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Girung 30°. 

Stunden 1 2 3 4 5 6 
1,00 0,3 0,25 0,7 0,7 0,2 0,2 
3,00 0,3 0,3 1,7 1,7 0,2 0,2 
5,00 0,3 0,3 2,5 2,55 0,2 0,2 




















Resultat: Obwohl die Hefe genug Phosphatase besitz: 
kommt die Girung im Versuch 1 und 2 nicht in Gang. Ds 
indessen weitere Versuche (Myrbiack) ergeben haben, daB Co- 
Zymase fiir die Vergirung von Zymophosphat entbehrlich ist, 
sie aber aktiviert, so sind wir geneigt zu schlieBen, daB die 
zuerst auftretenden Spaltprodukte ohne Co-Zymase angreifbar 
sind, aber schnell umgelagert werden. 

Wenn es sich nun zeigt, daB die Co-Zymase in erster Linic 
als Co-Mutase fungiert, so tritt die Rolle des Insulins und seine 
Beziehung zum Blutzucker in eine neue Beziehung zu der Co- 
Zymase, Zunichst nehmen wir die Frage wieder auf, ob eine 
mit dem Blutzucker vergleichbare ev. durch Serum stabilisierte ! 
Hexoseform beim Zuckerabbau in Hefe und in Milchsiurebakterien 
eine Rolle spielt. Nachdem die Untersuchung von Euler und 
Myrback?) mit — allerdings sehr groBen — Insulinmengen 
keine Kinwirkung auf die Girung hat hervortreten lassen, priifeu 
wir nun den EKinflu8 des Insulins auf den Glykogenumsatz 
der Hefe und legen besonderes Gewicht auf die Feststellung der 
Stabilisierung der reaktionsfahigen Hexoseform durch Amino- 
siuren und durch Serum. 


E. Zur Frage tber die Identitéat von Co-Zymase und 
Co-Reduktase. 


Diese Frage ist schon von Euler und Nilsson, sowie 
von Kuler, Myrback und Nilsson diskutiert worden. Wir 
teilen hier einige Versuche mit, die die Identitit von Co- 
Zymase und Co-Reduktase stiitzen. 

Zwei Praparate verschiedener Herkunft wurden auf (o- 
Zymase und auf Co-Reduktase gepriift. 





1) Vgl. Euler u. Brunius, Chem. Ber. 59, S. 1581 (1926). 
*) Euleru. Myrbick, Chemie d. Zelle u.Gewebe Bd. 12, 8. 57 (1925). 
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Die 2 Priparate, die zur Untersuchung kamen, waren ein 


gewohnlicher Hefenkochsaft und ein Muskelkochsaft. Der 
Muskelkochsaft war aus 1 Teil frischer Muskulatur und 2,5 Teilen 
kochendem Wasser dargestellt. 


Co-Zymaseprobe. 380°. 





Stunden 


0,25 
0,50 
0,75 
1,00 
1,25 
1,50 
1,75 
2,00 
2,25 
2,75 


9 9 y 


Uymr 








ccm 





cem Muskelkochsaft cem Hefekochsaft Wasser 
Mittel 

0,75 0,5 | 0,25 0,10 | 0,03 | 0,02 0,01 0,005 | 1,0 
0,35 0,6 | 04 | 02 | 10] — 08 0,25 ( 
20 | 1,3 | 0,7 | 03 | 22 | 1,5 | 0,55 0,35 0 
29 19 | 09 | O4 | 31 | 2,0 0,75 0,45 0 
36 23 | 1,3 | 045] 3,7 1 2,5 | 10 | 05 0 
40 | 2,7 | 1,4 | 0,457 4,2 | 3,0 | 1,2 | 0,6 0 
44 | 30] 15105 | 46] 33 113 | O6 0 
4,7 | 33 1 16 | 05 | 49] 3,7 | 14 0,6 0 
50 35 | 1,7 105 | 52] 38/115 0,6 0 
52 86) 18 | 055] 54 | 40/15 0,6 0 
55 68,9 | 2,0 | 0,551 59 | 4,4 | 16 0,6 0 
57 | «64,0 | 20 | 0551 62 | 4,7 1,7 © 0,7 0 











Trockengewicht von 1cem Muskelkochsaft 0,0208 g 


99 


» leem Hefekochsaft 0,2512 ¢ 


0,04:1 berechnen. 


Co-Reduktaseprobe. 20°. 





ACo = 260 
ACo = 560 


Aus den Versuchen 1liBt sich das Verhiltnis zwischen den 
Co-Zymasemengen im Muskelextrakt und im Hefeextrakt zu etwa 





7 
8 
Hoppe-Ssyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXIII. 





0,5 cem Mb + 1 ecm Hefesuspension + 


0,5 cem 
0,25cecm 
0,1 cem 
0,5 ecm 
0,25¢ccem 


0,1 cem 


0,5 cem 
0,5 cem 


0,5 eem Zymophosphat + 


Muskelkochsaft 
9 + 0,25 ecm Wasser 
” + 0,40 ecm - 


Hefekochsaft (Verd. 1 : 20) 


+ 0,25 cem Wasser 
Hefekochsaft (Verd. 1 : 20) 
+ 0,40 eem Wasser 
Wasser 


”? 





Entf. z. 
(Minuten) 


34,5 
Nach 2 Stdn. 
stark gefiirbe 
15 
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Aus den Versuchen liBt sich das Verhiltnis zwischen den 
Co-Reduktasemengen im Muskelextrakt und im Hefenextrakt 
zu etwa 0,04:1 berechnen. 

Die Versuche geben also einen neuen Beweis fiir die zu- 
erst von Meyerhof geiuBerte Vermutung, fir die wir schon 
in friiheren Mitteilungen’) experimentelle Beweise beigebracht 
haben, daB die Co-Zymase und die Co-Reduktase (= Pnein 
v. Batelli und Stern = Atmungskérper v. Meyerhof) iden- 
tisch sind.?) 


Herrn Ingenieur Martin Stenwall danken wir auch hie 
bestens fiir die wertvolle Hilfe durch Ausfiihrung der Milch- 
siurebestimmungen. 





') Euler, Myrbick u. Nilsson, Svensk. Kem. Tidskr. Bd. 38, 
S. 353 (1926); Euler u. Nilsson, Diese Zs. im Druck. 

*) Unsere Ergebnisse tiber die Parallelitiit der 3 Wirkungen von 
Co-Zymase kénnte man dadurch zu erkliren versuchen, daB das gleiche 
Molekiil 8 Gruppen enthilt, welche mit verschiedenen Enzymen zu- 
sammenhiingen; eine solche Deutung scheint uns aber rein formell. 
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Zur Kenntnis des Spermins. VI. 


Von 


F. Wrede, H. Fanselow und E. Strack. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat zu Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Dezember 1926.) 


In einer vor kurzem verdffentlichten Arbeit zeigten wir, 
daB dem von uns aus Sperma und anderen Organen isolierten 
Spermin, C,,H,,N,, folgende Konstitution zukommen miisse:?) 

NH,(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH, . 
Die in dieser Arbeit in Aussicht gestellte Synthese haben wir 
unterdessen durchgefiihrt. Damit ist unsere Ansicht iiber die 
\onstitution des Spermins sichergestellt.”) 
Unsere urspriingliche Absicht war, Brompropylphthalimid 





') Diese Zs. Bd. 161, S. 66 (1926). 

*) Einige Woehen, nachdem wir obige Arbeit an die Redaktion 
dieser Zeitschrift abgesandt hatten, erschien eine Notiz von Dudley, 
Rosenheim und Starling (diese Zs. Bd. 159, 8.199 [1926]), in der 
sie mitteilen, daf ihnen die Aufklirung der Konstitution des Spermins 
und die Synthese dieses Kérpers gegliickt sei. Nihere Daten, wie dies 
ceschehen sei, sowie irgendwelche Beschreibung von experimentellem 
Material bringen sie nicht. Dagegen geben sie eine kurze, den Tat- 
sachen nicht eatsprechende Darstellung von der Entwicklung der Spermin- 
frage. Ich habe zu meiner Darlegung in meiner vorletzten Arbeit (diese 
Zs Bd. 153, S. 293 [1926], FaBnote) nichts hinzufiigen. Es hiitte mich 
im Interesse der englischen Forscher gefreut, wenn sie iu ihrer oben 
erwihnten Notiz zu dieser meiner Darlegung Stellung genommen hiitten. 


Verwunderlich ist mir die Behauptung von Dudley und Mitarbeitern, 

daB ,,die interessanten Abbauversuche Wredes keine zur unmittelbaren 

Lisung der Konstitutionsfrage verwertbaren Resultate gebracht“ hiitten. 

Ich habe aus meinen Versuchen die Konstitution des Spermins ableiten 

kénnen. Mir ist es unwahrsecheinlich, daB man derartige ziemlich 

uaheliegende Ableitungen in England nicht machen konnte. F. Wrede. 
15* 
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mit Putrescin zur Reaktion zu bringen und den so entstandene | 
Phthalylkérper zu hydrolysieren: | 


CO 
20H | >N(CHABr + NH,(CH,),NH, ——> 


CO. | 0x 
a N(CH), NH(CH,) NH(CHNC >CH, —> 


2C,H,(COOH), + NH,(CH,),;NH\CH,),NH(CH,),NH, . 


CHC 


Trotzdem Spermin auch in kleinster Menge mittels seine: 
eigentiimlichen, fast unléslichen Phosphats isolierbar ist, gelang 
der Nachweis nicht, daB obige Formulierung realisierbar sei. 
Ks wurden sehr viele Versuche mit wechselnden Mengen der 
Komponenten bei den verschiedensten Temperaturen ohne Er- 
folg durchgefiihrt. Ein krystallisiertes Produkt vom Schmelz- 
punkt 173°, das sich bei der Reaktion, und zwar bei hoéhere: | 
Temperaturen (etwa 200°), bildete, war nicht mit Spermin | 
identisch. Seine Beschreibung erfolgt spiiter. | 

Erst als an Stelle des Brompropylphthalimids das leichter | — 
reagierende Jodpropylphthalimid verwandt wurde, gelang es, die | 
Bildung von Spermin nachzuweisen. Allerdings war die Aus- 
beute bei dieser Reaktion nicht sehr gro’. — Das Spermin wurde 
als typisches Phosphat abgeschieden, das durch seine eigen- 
tiimliche Loéslichkeit und seinen Schmelzpunkt charakterisier! | 
wurde. Ein Teil des Phosphats wurde in das m-Nitrobenzoy!- | 
derivat iibergefiihrt, das sich mit dem friiher?) aus natiirlichem 
Spermin dargestellten Kérper als identisch erwies (Schmelz- | 
punkt, Mischschmelzpunkt). 

Wesentlich glatter. ging die oben geschilderte Reaktion 
vor sich, als wir das an Stickstoff dimethylierte Putrescin. 
CH,HN(CH,),NHCH,, anwandten. Wir erhielten diese Ver- 
bindung dadurch, da8 wir aus Putrescin in bekannter Weise 
das Benzolsulfoderivat darstellten, dies mit Methylsulfat me- 
thylierten, dann die Benzolsulforeste. durch Reduktion mit kon- 
zentrierter Jodwasserstoftsiure”) bei 100° entfernten: 





') Wrede, Diese Zs. Bd. 138, S. 131 (1924). 
*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 48, 8. 93 (1915). 
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neti 1) NH,(CH,),NH, + 2C,H,SO,Cl=C,H,SO,NH(CH,),NHSO,C,H, + 2HCI 
| 5) CH, $O,NH(CH,),NHSO,C,H, + (CH,),S0, 
| = (C,H,SO,)N(CH,\CH,),(CH,)N(SO,0,H,) + H,S0, 
(O,H,SO,)N(CH,\(CH,),(CH,)N(SO,C,H,) + 12H 
= (CH,)NH(CH,),NH(CH,) + 20,H,SH + 4H,0. 





Das N,N’-Dimethylputrescin wurde als farblose Fliissigkeit vom 
Siedep. 168° erhalten. Es wurde als Chloroaurat und als m- 
Nitrobenzoylverbindung charakterisiert. 
ines Vom Erhitzen von 2 Mol Brompropylphthalimid mit 1 Mol 
lang | des N,N’-Dimethylputrescins auf 100° wurde ein Sirup er- 
sei. | halten, der bei der Hydrolyse Dimethylspermin gab: 
de JOO 
E; 2¢ AK )N(CH,)pBr + CH,HN(CH,),NHCH, > 
. CO CO 
re C,H,  N(CH,),N(CH,)(CH,),N(CH,XCH,),N¢ C,H, ———> 
mili \co” \co 
2C,H,(COOH), + NH,(CH,),N(CH,\(CH,),N(CH,\CH,),NH, . 
ater |» Das Dimethylspermin konnte als Chloroaurat isoliert und ana- 
die —lysiert werden. — Wurde die Liésung des Dimethylspermins mit 


us- | Jodmethyl und methylalkoholischer Kalilauge behandelt, so 
rde -_ entstand das Dekamethylsperminjodhydrat, aus diesem Jodhydrat 


ren- durch Umsetzen mit Silberchlorid das Dekamethylsperminchlor- 

ler’ hydrat: | neat : 

| (CH,).N(CH,),N(CH,)(CH,),N(CH,)(CH,),N(CH,), - 

a oh 2 ra 

eT CH, Cl CH, Cl CH, Cl CH, Cl 

elz- | Dieser Korper konnte auf Grund der eigentiimlichen Léslichkeit : 
seines Chloroaurates mit dem Chloroaurat des permethylierten : 

101 Spermins identifiziert werden, das vor einiger Zeit aus natiir- | 

cin, lichem Spermin dargestellt war.') Die Ausbeute war bei dieser | 

er-|  Reaktion recht gut. 

ise ; 

“ne Experimenteller Teil. 

on- Synthese des Spermins. 


Das zu der Reaktion bendtigte Brompropylphthalimid 
wurde nach Gabriel dargestellt.2) Aus dem Bromid wurde 


edieg car ome oy. hh Makes arog ic tear ar tt ee 


) Dudley u. Mitarbeiter, Biochem. Jl. Bd, 19, S. 1032 (1925). 
*) Gabriel u. Weiner, Chem. Ber. Bd. 21, S, 2669 (1888). 
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durch Umsetzen mit Natriumjodid in 90°/,igem Alkohol das 
Jodpropylphthalimid vom Schmelzp. 88° gewonnen.!) — Das Pu- 
trescin wurde durch Destillation des salzsauren Salzes mit 
einem Gemisch von Kali- und Natronhydrat dargestellt. Das 
Destillat wurde iiber festem Kalihydrat getrocknet und noc}- 
mals destilliert.?) 

Die Theorie wiirde erfordern, dai 1 Mol des Putresciiis 
mit 2 Mol des Jodpropylphthalimids zur Reaktion gebracht 
wiirde. Entgegen dieser Annahme zeigte sich, dab die besic 
Ausbeute bei Anwendung eines Uberschusses von Putrescin 
erhalten wurde. 

1 g Putrescin werden mit 8 g Jodpropylphthalimid in 
einem Glasréhrchen eingeschmolzen und im Wasserbade 
10 Stunden auf 100° erhitzt. (Sollten die Fliissigkeiten sich 
nicht gehérig durchmischen, so wird nach einigen Stunden das 
Rohrchen gedffnet, die Substanzen werden unter LErhitzen 
kraftig durchgeriihrt.) Es wird dann mit etwa 40 ccm 15°/,iger 
Kalilauge solange gekocht, bis die Oltropfen in Lésung ge- 
gangen sind. (Bildung eines Derivates des phthalaminsauren 
Kahums.)?) Dann wird abgekihlt und mit konzentrierter Salz- 
siiure auf etwa 50 ccm erginzt. Nun wird trockner Chlor- 
wasserstoff bis zur Sittigung eingeleitet, die triibe Fliissig- 
keit wird im zugeschmolzenen Rohr 8 Stunden im Wasserbadec 
auf 100° erhitzt; nach dem Abkiihlen wird von der Phthal- 
siure abfiltriert, das Filtrat wird im Vakuum eingedampftt, 
der Rickstand wird in Wasser gelést. Die filtrierte Lésung 
wird mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit soviel Phos- 
phorsaéure versetzt, daB p, = 7,0 wird. Dann wird mit 
1/, Volum Alkohol versetzt und 24 Stunden hingestellt. Das 
Sperminphosphat krystallisiert in seiner typischen Krystallform 
aus. Es wird abgesaugt und aus wenig Wasser umkrystalli- 
siert. Der Schmelzpunkt der im Vakuum bei 80° getrockneten 
Krystalle liegt, wie verlangt, zwischen 224 und 228°. 





1) M. Frinkel, Chem. Ber. Bd. 30, S. 2506 (1897). 

*) Das zur Darstellung benétigte Putrescin verdanken wir der Giite 
der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld. 

°) Gabriel u. Colman, Chem, Ber. Bd, 41, S. 517 (1968). 














Zur Kenntnis des Spermins. VI. 223 


m-Nitrobenzoylderivat des synthetischen Sper- 
mins, C,,H,,.N,(C,H,NO,),. Die Verbindung wird, wie friiher 
beschrieben, aus dem Phosphat durch Schiitteln mit Natron- 
lauge und m-Nitrobenzoylchlorid dargestellt. Die Krystalle 
schmelzen nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 172°, beim 
Mischen mit einer Probe des m-Nitrobenzoylderivates von 
natiirlichem Spermin?) entsteht keine Depression des Schmelz- 
punktes. 


Synthese des permethylierten Spermins. 


Dibenzolsulfo-putrescin, 
(C,H,SO,)NH(CH,),NH(C,H,S0,). 

26,4 g Putrescin werden in etwa 300 ccm 10°/,iger Natron- 
lauge gelést und unter kriftigem Schiitteln allmihlich mit 
50 g Benzolsulfochlorid versetzt. Nach 1 Stunde Schiitteln 
wird die Fliissigkeit mit Salzsiure kongosauer gemacht, das 
Benzolsulfoputrescin krystallisiert aus. Es wird abgesangt und 
aus heiBem 80°/,igem Athylalkohol umkrystallisiert. 

21,145 mg brauchten 18,24 eem n/10-Ba(OH), fiir C und 11,56 eem 
n/10-Ba(OH), fiir H.*) 

5,198 mg Substanz gaben 0,351 cem N (771 mm, 21°). 

C,H. .N,0,S, (368,4) Ber. 52,12, C 547%, H  1,619/, N 

Gef. 51,76 5,51 7,95 

Molekulargewichtsbestimmung: 31,5 mg in 4 ecm CHCl, 

(5,96 g) gaben eine Siedepunktserhéhung von 0,055°.%) 
Mol.-Gew. Ber. 368,4 
Gef. 346 

Der Kérper bildet weiBe, glinzende Krystalle vom 
Schmelzp. 131° Er lést sich nicht in Wasser, wenig in kaltem 
Alkohol, leicht dagegen in Laugen (unter Bildung der ent- 
sprechenden Salze). 

Dimethyl-dibenzolsulfo-putrescin, 

(CH,(C,H,SO,)N(CH,),N(CH,)(C,H,S0,). 

36 g des Benzolsulfokérpers werden in 150 ccm 10°/, iger Natron- 
lauge gelést. Die Lésung wird allmihlich mit 36 g Methylsulfat 





1) Wrede, Diese Zs. Bd. 138, 8S. 130 (1924). 


*) Analyse nach Lindner, Zs. analyt. Chem. Bd. 66, S. 305 (1925). 


3) Nach Rieche, Chem. Ber. Bd. 59, S. 2181 (1926). 
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versetzt, wobei kraftig geschiittelt wird. Nach 2 Stunden Stehen 
wird der Krystallbrei abfiltriert und mit kaltem Alkohol ge- 
waschen. Er wird in wenig heigem Chloroform gelést und 
heiB filtriert, dann wird mit so viel heiBem Alkohol versetzt, 
daB8 gerade Krystallisation beginnt. Beim Abkiihlen krystalli- 
siert die Substanz aus. 


19,100 mg Substanz brauchten 17,46 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
12,0 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 
5,142 mg Substanz gaben 0,314 cem N (772 mm, 20°). 
C,3H.,N.0,8, (396,4) Ber. 54,50°/, C 6,10°/, H 107"), N 
Gef. 54,85 6,33 7,22 





Der K6rper krystallisiert in weiBen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 151°; er ist unléslich in Wasser, sehr schwer léslich 
in kaltem und auch in warmem Alkohol, dagegen leicht léslich 
in Chloroform. Er lést sich nicht in Alkalien. 

N, N’-Dimethyl-putrescin, (CH,)HN(CH,),NH(CH,). In 
mehreren Bombenrohren werden je 6 g des Dimethyl-dibenzol- 
sulfo-putrescins mit 50 g rauchender Jodwasserstoffsiure (spez. 
Gew. 1,96) versetzt. Dazu werden 5g Jodphosphonium ge- 
geben. Das Rohr wird verschlossen und 1 Stunde auf 100° 
erhitzt. (Es ist wichtig, Jodwasserstoffsiure vom spez. Gew. 
1,96 zu verwenden, da sonst durch die Reaktion mit dem Jod- 
phosphonium groBe Mengen Gas entstehen, die das Rohr zum 
Platzen bringen.) Nach 1 Stunde hat sich der Rohrinhalt in 
zwei Schichten getrennt. Er wird mit Wasser versetzt und 
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt, um das Thiophenol zu 
entfernen. Die wiiBrige Lésung wird mit so viel Kaliumhydr- 
oxyd versetzt, daB der Gehalt etwa 30—40 ccm betrigt. | 
Dann wird mit Wasserdampf destilliert, wobei der Kolben, in | 
dem sich die Base befindet, zweckmiBig durch eine eigene 
Hlamme geheizt wird. Sobald das Destillat kaum mehr alka- 
lisch ist (nach etwa 20—30 Minuten) wird es mit Salzsiure 
angesiiuert und im Vakuum eingedampft. Beim Stehen im 
Vakuumexsiccator krystallisiert das salzsaure Salz des Dimethy]- 
putrescins in weiBen Krystallen aus. — Dieses Salz wird mit 
etwa der fiinffachen Menge eines Gemisches von pulverisiertem 
Kali- und Natronhydrat und einigen Tropfen Wasser in einem 
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kleinen Kolben im Olbade auf etwa 200° erhitzt. Das De- 
stillat wird mit Stangenkali bei 100° getrocknet, dann iber 
Kali destillert. Die Base geht als élige, wasserklare Flissig- 
keit bei 168° tiber. Sie mischt sich leicht mit Wasser, dem 
sie stark alkalische Reaktion erteilt. Der Geruch ist ihnlich 
dem des Dimethylamins, erinnert jedenfalls in keiner Weise 
an den spermaihnlichen Geruch des Putrescins. Das Chloro- 
aurat der Base ist sehr schwer léslich in Wasser. 

Chloroplatinat des N,N-Dimethyl-putrescins, 
(CH,)HN(CH,),NH(CH,).H,PtCl,. Ein wenig der Base wird in 
nicht allzuviel etwa 5°/,iger Salzsiure gelést und mit Platin- 
chlorid versetzt. Nach kurzer Zeit krystallisiert das Chloro- 
platinat in orangefarbenen, dicken Nadeln aus. Es wird im 
Vakuum bei 80° tiber P,O, getrocknet. 

12,801 mg Substanz gaben 4,743 mg Pt. 

C,H, Ny: H.PtCl, (526,2) Ber. 37,10°/, Pt 

Gef. 37,05 

Der Kérper schmilzt unter Zersetzung bei 242°. Er ist 
wenig léslich in Wasser, unléslich in Alkohol. 

m-Nitrobenzoyl-N,N-Dimethyl-putrescin, 
(C,H,NO,CO\CH,)N(CH,),N(CH,¥C,H,NO,CO). Die Base wird 
in viel 10°/,iger Natronlauge gelést und mit mehreren Por- 
tionen m-Nitrobenzoylchlorid geschiittelt. Die ausgeschiedenen 
Massen werden in wenig Pyridin gelést. Das Filtrat wird mit 
Wasser bis zur beginnenden Triibung versetzt, worauf der 
Korper auskrystallisiert. Es wird aus wenig verdiinntem Me- 
thylalkohol umkrystallisiert. 

22,361 mg Substanz brauchten 21,70 cem n,/10-Ba(OH), fiir C und 
12,13 eem n/10-Ba(OH), fiir HU. 

5,904 mg Substanz gaben 0,682 cem N (bei 771 mm, 21°). 

Co oH.0,N, (414,4) Ber. 57,929, C 5,35°9/,H  18,52°/, N 

Gef. 58,23 5,47 13,61 

Die Substanz schmilzt bei 118°. Sie lést sich relativ 
leicht auch in kaltem Alkohol. 

Dimethylspermin, 

NH,(CH,),N(CH,)(CH,),N(CH,(CH,),NH). 

9,4 g Brompropylphthalimid werden mit 1,3 g Dimethyl- 
putrescin (einem kleinen Uberschu8) in einem Rohr einge- 
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schmolzen. Durch kurzes Erwirmen im Olbade wird dafiir ge- 
sorgt, daB die beiden Komponenten miteinander reagieren, dann 
wird noch 6 Stunden auf 100° erhitzt. Der Inhalt des Réhrchens 
wird dann mit 50 ccm 15°/,iger Natronlauge bis zur Lésung 
gekocht (Phthalaminsaurebildung). Dann wird mit Wasser- 
dampf das tiberschiissige Dimethyl-putrescin abgetrieben (etwa 
1/, Stunde). Die alkalische Fliissigkeit wird nun mit Salz- 
siuregas gesittigt, dann wird sie im Bombenrohr 3 Stunden 
auf 100° erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird von der Phthal- 
siure abfiltriert, das Filtrat wird mit etwa 500 ccm Wasser 
verdiinnt und mit so viel Schwefelsiure versetzt, daB der Ge- 
halt an dieser etwa 5°/, ist, und mit Phosphorwolframsiure 
vollig gefallt. Das Phosphorwolframat wird abgesaugt und 
mit tiberschiissigem Bariumhydroxyd und etwas Wasser ver- 
rieben, das Filtrat wird mit Kohlensiure vom Barium befreit. 
Nach dem Filtrieren wird aufgekocht, wobei noch etwas 
Bariumcarbonat ausfallt. Das Filtrat, in dem sich das Di- 
methylspermin befindet, wird direkt zur Bereitung des Deka- 
methylsperminchlorhydrats (vgl. unten) verwandt. Ein Teil 
davon wird verarbeitet auf das 


Chloroaurat des Dimethylspermins, 
NH,(CH,), N(CH, )(CH,),N(CH,)(CH,),NH,.4 HAuCl,. 

Das Filtrat wird mit 40°/,igem Goldchlorid im Uberschu8 
versetzt. Beim Stehen im Eisschrank krystallisiert ein Teil 
des Niederschlages in Form kleiner, gelber Nadeln aus. Zur 
Reinigung wird das unreine Goldsalz mit Schwefelwasserstofi 
zersetzt, das Filtrat wird vom Schwefelwasserstoff befreit. Auf 
Zusatz von Platinchlorid fallen schmierige Verunreinigungen 
aus, von denen abfiltriert wird. Die Lésung wird mit Schwefel- 
wasserstoff vom Platin befreit (mindestens 24 Stunden ein- 
leiten). Der Schwefelwasserstoff wird griindlich entfernt. Auf 
Zusatz von Goldchlorid fallt das schwerlésliche Chloroaurat in 
Krystallen aus, die beim Erwiirmen wieder in Liésung gehen. 
Beim Abkiihlen bilden sich wohl ausgebildete Krystalle. 


10,028 mg Substanz gaben 4,942 mg Au. 
C,.H,.N,(HAuCl,), (1590,4) Ber. 49,61°/, Au 
Gef. 49,27 
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Die Krystalle schmelzen bei etwa 200° und zersetzen sich 
bei etwa 205°. 

Dekamethylsperminchloroaurat. Die Lisung des Di- 
methylspermins (vgl. oben) wird mit Salzsiure eben angesiuert 
und auf etwa 30 ccm eingeengt. Diese Lésung wird mit 
4°/,iger methylalkoholischer Kalilauge gerade alkalisch ge- 
macht, dann in einem Rundkélbchen mit RiickfluBkiihler im 
Wasserbade auf 40° erwirmt und nun mit 150 ccm 4°/ iger 
methylalkoholischer Kalilauge und 15 com Jodmethyl in még- 
lichst kleinen Portionen in gleichmaéBigen Zwischenriumen im 
Laufe von 6 Stunden versetzt. Dann wird noch 1 Stunde 
weiter auf 40° erwirmt. Nun wird mit etwa 200 ccm Wasser 
versetzt und im Vakuum solange destilliert, bis der Methyl- 
alkohol und das Jodmethyl entfernt sind, Die wi8rige Lésung, 
die Dekamethylsperminjodhydrat enthilt, wird mit Wasser auf 
ungefiihr 300 com gebracht und mit einem UberschuB von 
frisch gefilltem Chlorsilber (aus etwa 40 g metallischem Silber 
bereitet) 2 Stunden geschiittelt. Danach sind die léslichen 
Jodide in Chloride iibergefiihrt. Es wird filtriert. Die Fliissig- 
keit (etwa 300 ccm) wird mit Sublimatlésung im UberschuB 
versetzt. Das fast unldsliche Quecksilberchloriddoppelzalz des 
Dekamethyisperminchlorhydrates fallt beim Stehen in der Kite 
als weifes Krystallpuiver aus. Dies wird abfiltriert, in etwa 
200 com Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstofi 
griindlich zerlegt. Das Filtrat wird vom Schwefelwasserstott 
befreit. Auf Zusatz von Schwefelsiure und Goldchlorid fallt 
das extrem schwerlésliche Chloroaurat des Dekamethylspermin- 
hydroxyds aus. Es wird durch Erhitzen in der Mutterlauge 
wieder in Lésung gebracht (eventuell muB noch Wasser und 
Salzsiure zugesetzt werden). Beim langsamen Abkiihlen der 
Lésung krystallisiert das Chloroaurat in schénen federformigen 
Krystallen. Diese werden abgesaugt und mit verdiinnter Salz- 
siure gewaschen. 

58,41 mg Substanz brauchten 13,90 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
17,07 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 


18,107 mg Substanz gaben 0,519 cem N (771 mm, 20°). 
18,085 mg Substanz gaben 8,335 mg Au. 
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CoH, N,(AuCl,), (1702,6). 

Ber. 14,109, C 2,969, H 3,299, N _— 46,829/, Au 
Gef. 14,27 2,95 3,37 46,09 

Das Salz zeigt einen Zersetzungspunkt von etwa 278°, 
genau so wie das aus natiirlichem Spermin dargestellte Produkt. 
Ks ist leicht léslich in Aceton. In verdiinnter Salzsiure ist es 
so auBerordentlich schwer léslich, daB durch diese Léslichkeit 
schon eine Unterscheidung von anderen Chloroauraten leicht 
méglich ist. 

Dekamethylsperminchloroplatinat. Die salzsaure 
Lésung des Dekamethylsperminchlorhydrates (vgl. oben) gibt 
beim Versetzen mit Platinchlorid einen Niederschlag, der durch 
Erhitzen wieder in Lésung gebracht wird. Beim langsamen 
Abkiihlen bilden sich hiibsche, zu Rosetten vereinigte Krystall- 
nadeln aus. 

6,539 mg Substanz gaben 2,150 mg Pt. 

C,,HsoN,(PtCl,), (1162,3) Ber. 33,59°/, Pt 

Gef. 32,88 
Das Chloroplatinat zersetzt sich, ebenso wie das aus 


natiirlichem Spermin dargestellte, bei etwa 280°. Es ist sehr 
schwer léslich in Alkohol. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaften danken 
wir fiir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfiihrung der 
Arbeit benétigt wurden. 








Uber die karotinoiden Farbstoffe der héheren Pflanzen. 
Von 


Harald Kylin. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden. 


(Eingelaufen am 14. Dezember 1926.) 


In einem jiingst erschienenen Aufsatze habe ich nach- 
gewiesen, daB in den Chloroplasten der héheren Pilanzen vier 
karotinoide Farbstoffe vorhanden sind, nimlich Karotin, Rhodo- 
xanthin, Xantophyil und Phylloxanthin. Bei meinen spiiteren 
Untersuchungen hat es sich aber erwiesen, da derjenige 
Farbstoff, der unter dem Namen Rhodoxanthin erwihnt wurde, 
mit dem Rhodoxanthin von Monteverde und Lubimenko 
(1913, S. 1105) und von Lippmaa (1925, 8. 9) nicht identisch 
ist; fiir den von mir beobachteten Farbstoff werde ich deshalb 
einen neuen Namen, und zwar Phyllorhodin, benutzen. 

Das Vorhandensein von vier karotinoiden Farbstofien in 
den griinen Geweben der héheren Pflanzen wird am einfachsten 
in folgender Weise nachgewiesen. Alkoholische Extrakte griiner 
Blitter werden zum Zwecke der Verseifung des Chlorophylls 
mit etwas Natronlauge versetzt und dann mit Ather aus- 
geschiittelt. Die iitherische Schicht wird ein paarmal mit 
Wasser gewaschen und in eine kleine Glasschale eingegossen. 
Man versetzt die gelbe Atherlésung mit einem bis zwei Volumen 
96°/,igen Alkohol. In die so erhaltene Liésung steckt man 
einen Filtrierpapierstreifen in der Weise, daf der gréBte Teil 
des Streifens in der Luft frei emporragt. Die Loésung wird 
hinaufgesaugt, und es bilden sich nach einigen Minuten zwei 
celbe Binder, die in einem Abstand von 6—10 mm von- 
einander liegen. Das untere Band besteht aus Karotin, das 
Obere dagegen aus Xanthophyll. Eine niahere Untersuchung 
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zeigt aber, da das Xanthophyllband nicht homogen ist; der 
obere Rand ist nimlich mehr rein gelb, der untere dagegen 
mehr orangefarbig. Auferdem wird der obere Rand von | 
20°/,iger Salzsiure unmittelbar griin gefairbt; der untere Rand | 
gibt dagegen nicht diese Farbreaktion. Der obere Rand be- 
steht aus Phylloxanthin, der untere aus Xanthophyll. Nach 
und nach tritt aber zwischen dem Xanthophyll- und dem 
Karotinband, im allgemeinen 2—3 mm unterhalb des Xantho- 
phyllbandes, ein schmales rotes Band auf; dieses rote Band | 
besteht aus Phyllorhodin. Allmihlich wird indessen das 
Phyllorhodinband von dem Xanthophyllband verdeckt. 

Ks ist offenbar, daB das Phyllorhodin im Vergleich mit 
Karotin, Xanthophyll und Phylloxanthin in den griinen Blattern 
nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. In den Bliattern 
von Aesculus hippocastanum scheint aber Phyllorhodin 
verhiltnismiBig reichlich vorzukommen, und zwar deshalb habe 
ich dieses Material benutzt, um das Auftreten des Farbstoffes 
in den Farbdiagrammen etwas niiher zu studieren. Wird z, B. 
eine alkoholisch-iitherische Lésung der karotinoiden Farbstoffe 
aus Aesculusblittern mit einigen Trépfchen Chlorophyll- 
lésung versetzt, so findet man bei einer capillaranalytischen 
Untersuchung der Farbstoffmischung (vgl. Kylin, 1926, S. 148), 
daB sich das Chlorophyllband zwischen dem Phyllorhodin- und 
dem Xanthophyllband zu bilden anfingt. Das Phyllorhodin- 
band hegt also unterhalb des Chlorophylibandes, wird aber 
hei der Untersuchung eines alkoholischen Blattextraktes von 
dem Chlorophyllband véllig verdeckt. 

Es hat sich erwiesen, daf das Thujorhodin aus rot ver- 
farbten Thuja-Zweigen bei einer capillaranalytischen Unter- 
suchung ein Band bildet, das unmittelbar oberhalb des Chloro- 
phyllbandes liegt und mit dem Bande des echten Xanthophylls 
zusammenfallt, also unterhalb des Phylloxanthinrandes liegt. 
Kbenfalls habe ich nachgewiesen, daB das Rhodoxanthin aus 
einer Potamogetonart ein Band bildet, das mit dem Bande 
des echten Xanthophylls zusammenfillt; in derselben Weise 
verhilt sich auch das Rhodoxanthin aus den herbstlich braunrot 
verfairbten Blaittern von Reseda lutea. — Meine friiheren 
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Angaben (Kylin, 1925, 8.157) iiber das Vorkommen von 
Rhodoxanthin in den griinen Blittern von Reseda lutea und 
in denjenigen von Adoxa moschatellina und in einigen 
etiolierten Gewiichsen beziehen sich alle auf Phyllorhodin. 

Die Untersuchungen, die ich unten etwas niiher_ be- 
sprechen werde, beziehen sich in erster Linie auf die karoti- 
noiden Farbstotie einiger Friichte und Bliiten. Ich habe immer 
frisches Material verwendet. Das Material wurde zerstiickelt 
und dann mehrmals mit 96°/,igem Alkohol bei Zimmertempe- 
ratur oder bei Siedehitze extrahiert; wenn nétig, wurde etwas 
Calciumcarbonat zugesetzt. Die nach dem Extrahieren mit 
Alkohol im Material noch vorhandenen Farbstoffmengen werden 
am besten mit Ather herausgezogen. 

Die Extrakte werden capillaranalytisch untersucht (vgl. 
oben). Durch eine solche Untersuchung findet man, wie viele 
Farbstoffe, die sich in bezug auf ihre Léslichkeit in Alkohol 
voneinander unterscheiden, in den Extrakten vorhanden sind. 
Die stiirker alkoholischen Extrakte kénnen im allgemeinen 
direkt untersucht werden, d.h. eine geringe Menge des Ex- 
traktes wird in eine kleine Glasschale eingegossen und in die 
Lésung dann ein Filtrierpapierstreifen in der Weise hinein- 
gesteckt, daB der gréBte Teil des Streifens in der Luft frei 
emporragt. Schwiicher alkoholische Extrakte werden am besten 
mit etwas Natronlauge versetzt, und zwar, um wasserlésliche 
gelbe oder rote Farbstoffe zu binden, und dann mit Ather 
ausgeschiittelt. Die atherische Schicht wird ein paarmal mit 
Wasser gewaschen und in eine Glasschale aufgegossen. Die 
gelbe Atherlésung versetzt man mit einem bis zwei Volumen 
96°/,igen Alkohols, und untersucht sie dann capillaranalytisch. 
— Beim Vorhandensein von gréBeren Mengen nichtkarotinoiden, 
roter oder gelber Farbstoffe ist es vorteilhaft, auch die stirker 
alkoholischen Extrakte mit etwas Natronlauge zu versetzen 
und sie dann mit Ather auszuschiitteln. — Die iitherischen Ex- 
trakte, die im allgemeinen verhiltnismiBig farbstoffreich sind, 
versetzt man vor der capillaranalytischen Untersuchung mit 
einer gréBeren Menge Alkohol. 

Die Farbdiagramme, die man bei einer capillaranalytischen 
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Untersuchung einer Mischung verschiedener karotinoiden Farb- 
stoffe erhalt, zeigen ein oder mehrere rot, orange oder gell) 
gefirbte Bander. Die Lage der Bander wird von der Lés- 
lichkeit der resp. Farbstoffe in Alkohol bedingt. Je léslicher 
der Farbstoff ist, je héher liegt das Band (vgl. Kylin, 1925. 
S. 148). Bei meinen Untersuchungen habe ich immer zu er- | 
mitteln versucht, ob die erhaltenen Farbstoffbinder oberhall | 
oder unterhalb des Chlorophyllbandes bzw. des Karotinbandes | 
liegen. Versetzt man die zu untersuchende Lisung mit einigen | 
Trépfchen einer Chlorophyllésung, so bildet sich auf dem Farb- 
diagramm neben den Biandern der karotinoiden Farbstofic 
auch ein schwaches Chlorophyllband, und die relative Lage 
der Binder ergibt sich ja unmittelbar. Um die Lage der 
Binder im Vergleich mit dem Karotinband zu ermitteln, teilt 
man die zu untersuchende Lésung in 2 Portionen, versetzt die | 
eine mit einer reinen Karotinlésung aus Daucus carota, 
und untersucht dann beide Portionen capillaranalytisch. Ein 
Vergleich der erhaltenen [arbdiagramme ergibt die relative 
Lage der verschiedenen Binder. 


Daucus carota. 


Die frische, fein zerriebene Mohre wurde mit Alkoho! 
iibergossen. Nach 1 Tage bei Zimmertemperatur, wurde das 
Extrakt abfiltriert, und das Material wieder mit Alkohol iiber- 
gossen. Dies Verfahren wiederholte ich noch zweimal. Die 
in dieser Weise erhaltenen 4 Alkoholextrakte wurden capillar- 
analytisch untersucht (vgl. oben), und es ergab sich dann, dab 
das erste Extrakt zwei karotinoide Farbstoffe enthielt, und zwar 
Xanthophyll und Phylloxanthin, oder wenigstens Farbstoile, 
die mit diesen sehr nahe verwandt sind. In dem zweiten 
Extrakte waren Karotin und Xanthophyll leicht nachweisbar, 
Phylloxanthin dagegen nur mit Schwierigkeit; in dem dritten 
und vierten Extrakt konnte ich nur Karotin und Xanthophyl! 
nachweisen. : 

Das schon mit Alkohol extrahierte Material wurde mit 
Ather iibergossen, und ich erhielt auf diese Weise nach ein 
paar Stunden eine kriftige Farbstofflésung. Diese alkoholisch- 
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iitherische Loésung wurde iiber Nacht in einem offenen 
Becherglas stehen gelassen, und je nachdem der Ather ver- 
dunstete, bildeten sich Karotinkrystalle. Die Mutterlauge ent- 
hielt Karotin und geringe Mengen Xanthophyll. 

Ein anderes Mal wurde das zerriebene Material nach Zu- 
satz von etwas Calciumcarbonat mit Alkohol iibergossen und 
wihrend etwa 10 Minuten in der Siedehitze extrahiert. Nach 
Abfiltrieren des Extraktes und Auspressung des Materials wurde 
noch zweimal mit Alkohol in der Siedehitze extrahiert. Es 
wurden also drei alkoholische Extrakte erhalten, die ich die 
Nacht tiber stehen lie8. Hierunter hatte sich im dritten Ex- 
trakt eine reiche Menge Karotinkrystalle gebildet; auch im 
zweiten Hxtrakt waren Karotinkrystalle vorhanden, sie lagen 
aber in einer zihen, gelben Masse eingebettet. Im ersten 
Extrakt waren keine Krystalle vorhanden, nur eine geringe 
Menge ziher, gelber Substanz. Die Mutterlaugen wurden 
capillaranalytisch untersucht und es erwies sich, daB die 
Mutterlauge des ersten Extraktes Xanthophyll und Phyllo- 
xanthin, die des zweiten Extraktes Karotin und Xanthophyll, 
die des dritten Extraktes Karotin neben geringen Mengen 
Xanthophyll enthielt. 

Durch die oben erwahnte Untersuchung habe ich also 
nachweisen kénnen, daB in der Méhre drei karotinoide Farb- 
stoffe vorhanden sind. Der eine dieser Farbstoffe ist natiirlich 
Karotin. Die beiden anderen habe ich Xanthophyll und Phyllo- 
xanthin genannt; damit will ich aber keineswegs gesagt haben, 
daB sie mit dem Xanthophyll und Phylloxanthin der griinen 
Blatter véllig identisch seien. Karotin ist in verhiltnismibig 
groBen Mengen vorhanden, Xanthophyll dagegen nur in ge- 
ringer Menge und Phylloxanthin in sehr geringen Mengen. 

Lubimenko (1916, S. 111) behauptet, daB in den Alteren 
Mohren zwei Farbstoffe, Karotin « und @’, vorhanden seien; 
in den jungen Mohren wiren aufSerdem Xanthokarotin und 
Xanthophyll nachweisbar. Das Xanthokarotin ist nach Lubi- 
menko (1916, 8.95) ein Farbstoff, der in mehreren Beziehungen 
eine Mittelstellung zwischen Karotin und Xanthophyll ein- 
nimmt. Mehrere Varianten sind von diesem Farbstoffe vor- 
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handen; alle bilden beim Verdampfen des Lésungsmittels 
amorphe Massen. Meiner Meinung nach stellt das Xantho- | 
karotin ein Gemisch mehrerer karotinischer Farbstoffe, haupt- 
sichlich Karotin und Xanthophyll, dar; die Anwesenheit ver- } 
schiedener fettiger Substanzen verhinderte das Auskrystalli- 
sieren der karotinoiden F'arbstoffe. 





Lycopersicum esculentum. 

Der Farbstoff der Tomate, das Lykopin, ist von Will- 
stitter und Escher (1910, 8.47) naher untersucht worden. 
Der Farbstoff ist an roten bis orangeroten Chromoplasten in 
den inneren Gewebezellen gebunden. Die Epidermiszellen der 
Tomate enthalten nur sehr wenige kleine Chromoplasten, gelber 
Zellwinde wegen ist aber die Epidermis gelb gefirbt; der 
gelbe Farbstoff ist in Wasser, Alkohol und Ather unldslich. | 
Nach Halsted (1918, 8. 18) gibt es auch T'omatensorten mit 
farblosen Epidermiszellwinden. 

Frische, zerschnittene Tomaten wurden 4 mal, jedesmal 
einen Tag, bei Zimmertemperatur mit Alkohol extrahiert, und 
die 4 Extrakte capillaranalytisch untersucht. Es zeigte sich 
dabei, daB die Extrakte einen gelben, nicht-karotinoiden Farb- 
stoff enthielten, der ein gelbfarbiges Band etwas oberhalb des 
Xanthophyllbandes gab. Der Farbstoff lieB sich in Ather 
hiniiberschiitteln und erst, wenn etwas Natronlauge zugesetzt 
wurde, wurde er mit gelbbrauner Farbe in der alkoholisch- 
wiBrigen Schicht zuriickgehalten. Diesen Farbstoff habe ich 
nicht niiher untersucht. Die Chromogramme der stirker alko- 
holischen Extrakte zeigen zwei Binder, und zwar ein gelbes, 
ziemlich schwaches auf dem Platz des Xanthophylls, und ein 
mehr oder weniger orangerotes auf dem Platz des Karotins. 
Die Binder veriindern sich nicht unmittelbar bei Behandlung 
mit 20°/,iger Salzsiure. LiBt man aber das Farbdiagramm 
zum Zwecke des Austrocknens 5—10 Minuten an der Luft 
liegen, so fiirbt sich das untere orangerote Band bei der Be- 
handlung mit 20 °/,iger Salzsiure griinlich-grau. Die griinlich- 
graue Farbe verschwindet nach und nach und das Band wird 
dann gelb. Die gelbe Farbe verbleicht erst sehr langsam. Das 
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untere Band ist tibrigens nicht véllig homogen, indem der 
untere Rand mehr rot, der obere dagegen mehr orangefarbig 
ist. Und zwar besteht, wie die folgende Darstellung des 
Niheren beweisen wird, das untere Band des Farbdiagrammes 
aus zwei verschiedenen [‘arbstoffen, niimlich aus Karotin und 
daneben aus einem roten, karotinoiden Farbstoff, den ich 
Arumin nennen werde, und dies zwar deshalb, weil er in 
reichlicher Menge in den Friichten von Arum vorkommt. Das 
obere Band des Farbdiagrammes besteht aus Xanthophyll, 
oder, vielleicht besser gesagt, aus irgendeiner Xanthophyll- 
modifikation. 

Lykopin labt sich in der Kalte mit Alkohol nicht extra- 
hieren; das Material wurde deshalb nach der oben erwihnten 
Alkoholbehandlung mit Ather iibergossen, und nach ein paar 
Stunden konnte eine kriiftige Farbstofflésung abfiltriert werden. 
Diese Lésung wurde in einem offenen Becherglase die Nacht 
iiber stehen gelassen, und je nachdem der Ather verdunstete, 
bildeten sich Lykopinkrystalle, die der Form und Farbe nach 
leicht zu erkennen sind (vgl. Willstatter und Escher, 1910, 
Fig. 4—5 und Lubimenko, 1916, Taf. I, Fig. 1—3). AuBer 
den Lykopinkrystallen bildeten sich auch eine geringe Menge 
Karotinkrystalle, die durch ihre Form und Farbe und daneben 
auch durch ihre starken metallischen Reflexe leicht zu erkennen 
sind (vgl. Willstatter und Escher, 1910, 8. 49). Die An- 
gabe von Willstatter und Escher (a.a.Q0.), daB in den 
reifen 'Tomaten auch geringe Mengen von Karotin vorhanden 
sind, hat sich also bestiitigen lassen. 

Um die karotinoiden Farbstoffe der Tomate niher zu 
studieren, wurde folgender Versuch gemacht. Zerkleinerte 
Tomaten wurden mit etwas Calciumcarbonat versetzt, mit 
Alkohol tibergossen, zum Sieden erhitzt, dann abfiltriert und 
gut ausgepreBt. Das in dieser Weise priaparierte Material 
wurde dann 2 mal in siedendem Alkohol extrahiert. Die beiden 
Alkoholextrakte lieB ich die Nacht iiber stehen und darunter 
bildete sich eine geringe Menge kleiner Krystalldrusen, die 
aus nadelférmigen Lykopinkrystallen bestanden. Die Mutter- 
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gewonnene Mutterlaugen aus Daucus carota waren, wurden 
capillaranalytisch untersucht. Die Farbdiagramme zeigten die 
schon oben erwahnten Binder, nimlich ein gelbes Band auf 
dem Platz des Xanthophylls und ein orangerotes Band auf 
dem Platz des Karotins. Das Lykopin liBt sich wegen seiner 
Schwerléslichkeit in Alkohol nur mit Schwierigkeit capillar- 
analytisch nachweisen. In den Farbdiagrammen liegt das 
Lykopinband weit unterhalb des Karotinbandes, in der Regel 
unweit oberhalb der Oberfliche der Lésung, und erscheint oft 
nur als ein schwacher, roter Schatten. Ist die Luft im Labo- 
ratorium warm und trocken, steigt das Lykopinband héher hinauf | 
und wird auch etwas kriftiger entwickelt; in feuchter Luft erhilt 
man tiberhaupt kein Lykopinband. Lést man Lykopinkrystalle | 
unter Krwirmung in einem Gemisch von 96 °/,igem Alkohol und | 
etwas Ather, erhilt man beieinercapillaranalytischenUntersuchung | 
der kiihl gewordenen Lisung gut ausgebildete Lykopinbinder. 

Das mit warmem Alkohol extrahierte Material wurde mit | 
Ather iibergossen, die Atherlésung nach einigen Stunden ab- | 
filtriert und die Nacht iiber stehen gelassen. Die darunter | 
gebildeten Lykopinkrystalle wurden abfiltriert und mit 96°/, igem 
Alkohol gewaschen. Die erhaltene Lykopinmenge wurde dann 
mehrmals aus warmen alkoholisch-itherischen Lésungen um- 
krystallisiert. Die verschiedenen Mutterlaugen untersuchte ich | 
capillaranalytisch, um zu kontrollieren, wie schnell sich die 
Beimischungen anderer karotinoiden Farbstoffe entfernen lieBen, | 
und es erwies sich, da8 Karotin und Xanthophyll leicht zu | 
entfernen waren, daB aber das oben erwdhnte Arumin nach — 
mehreren Umkrystallisierungen in der Lisung noch vorhanden 
war. Dies deutet darauf hin, daB die erhaltenen Krystalle 
nicht reine Lykopinkrystalle waren, sondern Mischkrystalle 
zwischen Lykopin und Arumin darstellten. Die erwihnte Tat- 
sache kann aber auch in folgender Weise gedeutet werden: 
das Lykopin absorbiert Sauerstoff und wird dann in erster 
Linie zu Arumin, oder zu einem “Stoff, der sich capillar- 
analytisch wie Arumin verhilt, iibergefiihrt. Nach Willstitter 
und Escher (1910, 8.55) ibertrifft die Sauerstoffgier des 
Lykopins noch weit die des Karotins. 
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Arumin in krystallisierter Form habe ich nicht gesehen. 
LaBt man aber die Mutterlaugen nach dem Herauskrystalli- 
sieren des Lykopin mehrere Tage ruhig stehen, bildet sich 
nicht selten eine geringe Menge rotbrauner Krystalldrusen, 
deren Kinzelkrystalle oft etwas tafelférmig erscheinen. Diese 
Krystalle sind Mischkrystalle zwischen Lykopin und Arumin. 
Bei weiterem Verdampfen der Mutterlaugen entstehen amorphe 
Niederschliage, die Arumin enthalten. Die Léslichkeitsverhilt- 
nisse des Arumins stimmen ziemlich gut mit denen des Karo- 
tins tiberein. Méglicherweise ist Arumin ein wenig schwer 
léslicher in Alkohol als Karotin. Die Aruminlésungen sind 
tiefer orangerot bis rotbraun als die entsprechenden Lésungen 
des Karotins. Arumin ist siureempfindlicher als Karotin. 
Arumin steht sicher in irgendeiner nahen Beziehung zu Lykopin, 
vielleicht in derselben Beziehung als Xanthophyll zu Karotin. 

Aus dem oben Angefiihrten diirfte hervorgehen, da in 
der Tomate vier karotinoide Farbstoffe vorhanden sind, nimlich 
Lykopin, Arumin, Karotin und Xanthophyll. Diese Stoffe 
bilden zwei verschiedene Serien: einerseits Lykopin und Arumin, 
andererseits Karotin und Xanthophyll. Quantitativ gibt es 
viel mehr Lykopin und Arumin als Karotin und Xanthopbhyll. — 
Die Farbdiagramme zeigen noch einen fiinften karotinoiden 
Farbstoff. Unterhalb des Xanthophylibandes (etwa 2 mm) 
beobachtet man niimlich ein schwaches, orangerotes Band. 
Dieses tritt aber erst dann deutlich auf, wenn Lykopin und 
Arumin in den Extrakten reichlich vorhanden sind, und 
diirfte von irgendeinem Oxydationsprodukt dieser Farbstoffe 
bedingt sein. 

Unreife Tomaten sind wie bekannt griin. Sie enthalten 
Chlorophyll und als gelbe Begleiter desselben Karotin, Xantho- 
phyll und Phylloxanthin. Bei beginnender Reife verschwindet 
zuerst das Chlorophyll und dann allméhlich auch das Phyllo- 
xanthin; Karotin und Xanthophyll kénnen dagegen immer nach- 
gewiesen werden. Beim Eintreten der Rotfirbung sind Lykopin 
und Arumin nachweisbar. Gleichzeitig damit farben sich die 
Zellwiinde der Epidermis gelb. 

Von einer Tomatenvarietit, Lycopersicum ceraciforme, 
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habe ich sowohl die als reif roten wie die als reif gelben 
Friichte vergleichend untersucht. In den roten Friichten | 
wurden die schon oben erwihnten vier karotinoiden Farbstoffe 
nachgewiesen. Die gelben Friichte haben in erster Linie der | 
gelben Epidermis ihre Farbe zu verdanken; die inneren Teile 
sind nur verhiltnismaBig schwach gelblich gefirbt. Als karo- 
tinoide Farbstoffe enthalten die gelben Friichte nur Karotin 
und Xanthophyll; die roten Friichte enthalten auBer Karotin | 
und Xanthophyll auch Lykopin und Arumin. Die Tatsache, 
daB Lykopin und Arumin hier zusammen miteinander auf- 
treten, scheint mir dafiir zu sprechen, da diese beiden Farb- 
stofie besonders nahe miteinander verwandt sind (vgl. oben). — 
Nach Halsted (1918, 8.18 u. 169) wird die rote Farbe des 
Fruchtfleisches der Tomate genetisch von einem dominierenden 
Faktor bedingt. 

Nach Lubimenko (1916, 8.112) enthalt die ‘Tomate 
sechs karotinoide Farbstoffe, nimlich 3 Lykopinmodifikationen, 
ein Lykopinoid erster Ordnung, ein Lykopinvid dritter Ord- 
nung und Xanthokarotin. Das Lykopinoid erster Ordnung ist 
offenbar derselbe Farbstoff, den ich oben Arumin genannt 
habe. Die 3 Lykopinmodifikationen sind meiner Meinung nach 
Lykopin, mehr oder weniger mit Arumin verunreinigt. Die 
Verschiebung der Absorptionsbinder von links nach rechts, 
wenn man von der Modifikation « tiber die Modifikation @ zu 
der Modifikation y geht, deutet darauf hin. Das Lykopinoid 
erster Ordnung (= Arumin) besitzt nach Lubimenko 3 Ab- 
sorptionsbinder, die im Vergleich mit den Absorptionsbiindern 
des Lykopins etwas nach rechts verschoben sind, und ist also 
Lykopin mit etwas Arumin verunreinigt, so miissen die Ab- 
sorptionsbinder des Lykopins etwas nach rechts verschoben 
werden. Das Xanthokarotin stellt meiner Meinung nach ein 
Gemisch zwischen Karotin und Xanthophyll dar (vgl. meine 
Auseinandersetzung in bezug auf das-Vorkommen von Xantho- 
karotin in Daucus carota). Das oben erwihnte Lykopinoid 
dritter Ordnung repriisentiert méglicherweise denjenigen Farb- 
stoff, der in meinen Farbdiagrammen ein Band etwas unter- 
halb des Xanthophyllbandes gibt, gemischt mit Xanthophyll. 
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Solanum dulcamara. 


Die roten Friichte von Solanum dulcamara besitzen 
in ihren Zellen eine reiche Menge kleiner roter Chromoplasten. 
In den Epidermiszellen sind Chromoplasten ziemlich spiirlich 
vorhanden, und die reingespiilte Epidermis erscheint deshalb 
beinahe farblos. Anthocyan fehlt. 

Kin erster Versuch wurde folgenderweise angestellt. Die 
zerquetschten Friichte wurden viermal, jedesmal einen Tag, 
mit 96°/,igem Alkohol bei Zimmertemperatur extrahiert. Die 
rote Farbe des Materials war durch diese Behandlung kaum 
merkbar veriindert, nach Zusatz von Ather war dagegen das 
Material in einigen Stunden beinahe entfairbt worden. Die 
orangerote itherische Liésung lieB ich die Nacht iiber in 
einem offenen Becherglas stehen, und erhielt auf diese Weise 
gut ausgebildete Lykopinkrystalle — dagegen keine Karotin- 
krystalle. Die Lykopinkrystalle wurden einigemal aus einer 
warmen Mischung von Alkohol und Ather umkrystallisiert, und 
die Mutterlaugen capillaranalytisch untersucht. Sie enthielten 
auBer geringen zuriickgebliebenen Lykopinmengen auch einen 
Farbstoff, der sich ecapillaranalytisch und zwar auch in seiner 
Beziehung zu 20°/,iger Salzsiiure wie Arumin aus Lycoper- 
sicum verhielt. 

Die oben erwihnten alkoholischen Extrakte waren rot. 
Nach Zusatz von etwas Natronlauge und <Ausschiitteln mit 
Ather zeigte es sich indessen, daB der in diesem Falle vor- 
handene rote Farbstoff in der alkoholisch-wiBrigen Schicht 
mit rotbrauner Farbe zuriickgehalten wurde. Hier liegt also 
kein karotinoider Farbstoff und auch kein Anthocyan vor. Bei 
Anwesenheit von Anthocyan wiirden sich die Lésungen, wenig- 
stens voriibergehend, blau gefirbt haben. Die nach dem Aus- 
schiitteln mit Ather erhaltenen gelben Atherlésungen wurden 
capillaranalytisch untersucht. Die Lésungen enthielten Arumin, 
Karotin und Xanthophyll. Unterhalb des Xanthophyllbandes 
trat auch das schwache, orangerote Band auf, das ich schon in 
bezug auf Lycopersicum erwihnt habe. Aus diesen Versuchen 
ergibt es sich also, daB die Friichte von Solanum dulcamara 
dieselben karotinoiden Farbstoffe enthalten wie die Tomate. 
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In einer anderen Versuchsserie wurden die zerquetschten 
Friichte mit etwas Calciumcarbonat versetzt und in siedendem 
Wasser gekocht, dann abfiltriert und gut ausgepreBt. Das 
Filtrat war rot gefirbt (vgl. oben). Das in dieser Weise be- 
handelte Material wurde zweimal mit siedendem Alkohol und 
dann mit Ather extrahiert. Aus den Extrakten krystallisierte 
Lykopin, in den Mutterlaugen wurden Arumin, Karotin und | 
Xanthophyll nachgewiesen. Die Friichte von Solanum dul- 
camara enthalten also Lykopin, Arumin, Karotin und Xan- 
thophyll. Von Karotin und Xanthophyll sind nur geringe 
Mengen vorhanden. 

Nach Lubimenko (1916, S. 113) kommen in den Friichten 
von Solanum dulcamara 3 Lykopinmodifikationen (a, 8 und 7) 
vor und daneben ein Lykopinoid erster Ordnung; vgl. die Aus- | 
einandersetzung in bezug auf die Farbstoffe bei Lycopersi- 
cum esculentum. 

Solanum Balbisii. 


Die Epidermis und die ihr am nichsten liegenden Zell- | 
schichten haben rote Chromoplasten, die Zellen in den inneren 
Teilen der Friichte dagegen gelbe. Anthocyan fehlt. 

Die Friichte dieser Solanum-Art wurden in derselben 
Weise wie diejenigen von Solanum dulcamara in der oben 
erwihnten ersten Versuchsreihe untersucht. Folgendes Resultat 
wurde erhalten. Aus dem itherischen Extrakt krystallisierte 
Lykopin und eine geringe Menge Karotin. In den alkoholi- 
schen Extrakten wurden capillaranalytisch Arumin, Karotin 
und geringe Mengen Xanthophyll nachgewiesen. Die Friichte 
von Solanum Balbisii enthalten demnach Lykopin, Arumin, 
Karotin und Xanthophyll, d. h. dieselben karotinoiden Farb- 
stoffe wie die Friichte von Solanum dulcamara. 


Arum italicum. 


Die Friichte von Arum italicum haben orangefarbige 
Chromoplasten sowohl in den Epidermiszellen als in den 
inneren Gewebezellen. Anthocyan fehlt. 

Die Friichte dieser Pflanze wurden in derselben Weise 
wie diejenigen von Solanum Balbisii untersucht. Schén 
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ausgebildete Lykopinkrystalle wurden erhalten, dagegen keine 
Karotinkrystalle. Die capillaranalytischen Untersuchungen der 
alkoholischen Extrakte ergaben aber, daB auch Karotin vor- 
handen war; Arumin und Xanthophyll waren ebenfalls vor- 
handen. Die Friichte von Arum italicum enthalten demnach 
dieselben karotinoiden Farbstoffe als die Tomate und die 
Friichte der beiden untersuchten Solanum-Arten. Es ist 
aber oOffenbar, daB die Friichte von Arum gréBere Mengen 
Arumin und geringere Mengen Lykopin enthalten als die 
iibrigen oben erwihnten Friichte. 

Nach Lubimenko (1916, 8.110) sind in den Friichten 
von Arum orientale geringe Mengen Lykopin y und grofe 
Mengen Lykopinoid erster Ordnung vorhanden. 


Brassica napus. 


Die schwach gelblichen inneren Tile der Steckriibe ent- 
halten in ihren Zellen eine geringe Menge orangefarbiger 
Chromoplasten. 

Kine fein zerriebene Steckriibe wurde mit etwas Calcium- 
carbonat versetzt und in siedendem Wasser gekocht. Nach 
dem Abfiltrieren und Auspressen wurde das Material mit 
Alkohol iibergossen und ein paar Stunden bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen, dann wieder abfiltriert und gut aus- 
gepreBt. Nach dieser Behandlung extrahierte ich die karoti- 
noiden Farbstoffe mit siedendem Alkohol. Die Lésung war 
gelb gefirbt. Bei der Abkiihlung bildeten sich keine Kry- 
stalle. Um die karotinoiden Farbstoffe niederzuschlagen, 
wurde eine gréBere Menge Wasser zugesetzt, dann etwas 
Natriumphosphat und schlieBlich Calciumhydrat. Durch die 
dabei entstandene Phosphatfallung wurden die Farbstoffe 
niedergeschlagen. Die Phosphatfillung wurde mit einer ge- 
ringen Menge Alkohol ausgekocht, und die Lésung noch heib 
abfiltriert. Aus dieser Lésung hatte sich nach einem Tage 
ein Niederschlag gebildet. Der Niederschlag enthielt rotbraune, 
aus kleinen nadelférmigen Krystallen bestehende Krystalldrusen, 
die in einer amorphen, orangefarbigen Substanz eingebettet 
lagen. Die Krystalle wurden in bezug auf ihre Léslichkeits- 
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verhiltnisse untersucht, und es erwies sich, daB sie aus Ly- 
kopin (mit Arumin verunreinigt) bestanden. Die Mutterlauge 
enthielt Arumin und Xanthophyll; sie wurde capillaranalytisch 
untersucht. Wabhrscheinlich sind auch geringe Mengen Karotin 
vorhanden. In der Steckriibe wiren also dieselben karotinoiden 
Farbstoffe wie in der Tomate vorhanden, selbstverstiindlich 
aber in viel geringerer Menge. Es scheint, als ob Arumin 
reichlicher als Lykopin vorhanden wire. 

Nach Lubimenko (1916, 8.110) sollen in der Riibe 
(Brassica rapa) Lykopinoid erster Ordnung und _ geringe 
Mengen Lykopin y vorkommen. 


Physalis Alkekengi, 


Die orangeroten reifen Friichte von Physalis Alkekengi 
und ebenfalls die sie umgebenden orangeroten Kelchblitter 
enthalten sowohl in den Epidermiszellen als in den inneren 
Gewebezellen orangerote Chromoplasten. Anthocyan fehlt. 

Die zerschnittenen Kelchblitter wurden dreimal, jedesmal 
je einen Tag, bei Zimmertemperatur in Alkohol extrahiert, und 
die Alkoholextrakte capillaranalytisch untersucht. Die Farb- 
diagramme zeigten 2 Binder, die sowohl der Lage und Farbe 
nach als auch in ihrer Beziehung zu 20°/, iger Salzsiiure den 
Karotin- und Xanthophyllbindern vollig entsprachen. Das 
Material wurde dann mit Ather iibergossen und nach einigen 
Stunden bei Zimmertemperatur lieB sich eine rote Farbstoff- 
lésung abfiltrieren. Aus dieser hatten sich nach 1 Tage rote 
nadelf6rmige Krystalle gebildet, die in Drusen oder Rhaphiden 
zusammengeordnet waren. Die Krystalle sind klar und hiibsch 
rot mit einer Ziehung ins Orangerote, die Lykopinkrystalle 
sind rot mit einer Ziehung ins Rotbraune. Der gesamte Krystall- 
niederschlag aus Physalis ist immer schén rot; ein Nieder- 
schlag von Lykopinkrystallen ist rotbraun. Hier liegt also ein 
Harbstoff vor, der mit Lykopin nicht identisch ist; ich werde 
ihn Physalin nennen. Dieser Farbstoff ist wahrscheinlich 
isomer mit Karotin und Lykopin. 

Um den Farbstoff Physalin niher zu studieren, wurde 
eine etwas gréBere Menge Kelchblitter von Physalis dreimal, 
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und zwar jedesmal mehrere Stunden, in warmem Alkohol ex- 
trahiert. Aus den noch hei abfiltrierten Extrakten hatten 
sich nach 1 Tage rote, aus Nadeln bestehende Krystalldrusen 
gebildet, und zwar aus dem zweiten Extrakt eine viel reich- 
lichere Menge als aus dem ersten und dem dritten Extrakte. 
Der Niederschlag des zweiten Extraktes wurde in siedendem 
Alkohol gelést. Die Lésung war schén rot. Bei der Ab- 
kihlung der Lésung krystallisierten die gré8ten Physalin- 
mengen wieder aus. Physalin liBt sich aus siedendem 
Alkohol gut umkrystallisieren, und zwar im Gegensatz zu 
Lykopin, das sich in siedendem Alkohol nur in sehr geringen 
Mengen lost. 

Capillaranalytisch la8t sich Physalin in reiner Alkohollésung 
nur mit Schwierigkeit nachweisen, und zwar deshalb, weil der 
Farbstoff bei Zimmertemperatur in Alkohol sehr schwer léslich 
ist (vgl Lykopin). Enthalt aber die alkoholische Lésung eine 
geringe Menge Ather, zeigt das Farbdiagramm ein gutes Phy- 
salinband. Dieses liegt unterhalb des Karotinbandes, was 
damit im Zusammenhang steht, daB Physalin in Alkohol schwer 
léslicher als Karotin ist. Das Physalinband ist orangefarbig 
bis orangerot, das Karotinband orangefarbig bis orangegelb; das 
Lykopinband ist rot und liegt unterhalb des Physalinbandes. 
Physalin nimmt eine Zwischenstellung zwischen Lykopin und 
Karotin ein. 

AuBer Physalin sind in den orangeroten Kelchblattern von 
Physalis Alkekengi noch zwei karotinoide Farbstoffe vor- 
handen, und zwar wahrscheinlich Karotin und Xanthophyll 
(vgl. oben). Karotinkrystalle habe ich aus Physalis jedoch 
nicht bekommen. Die reifen Friichte enthalten dieselben Farb- 
stoffe als die Kelchbliitter. — In den griinen Kelchblittern 
wurden capillaranalytisch Karotin, Xauthophyll und Phyllo- 
xanthin und dazu noch geringe Mengen Phyllorhodin nach- 
gewlesen. 

Physalin ist schon vorher von Monteverde und Lubi- 
menko (1913, S. 1121) studiert worden, und zwar unter dem 
Namen Karotin #8. Spiater hat Lubimenko (1916, S. 105) es 
als ein Lykopinoid vierter Ordnung erwihnt. 
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Lycium carolinianum. 


Die roten Friichte enthalten orangerote Chromoplasten. 
Die Epidermis ist farblos. Anthocyan fehlt. 

Die zerquetschten reifen Friichte wurden viermal, jedesmal 
1 Tag, bei Zimmertemperatur in Alkohol extrahiert. Da sich 
aber die gré8ten Farbstoffmengen in dieser Weise nicht ex- 
trahieren lieBen, wurde das Material mit Ather iibergossen. 
Nach einigen Stunden war eine rote Farbstofflésung erhalten 
worden und aus dieser hatten sich nach 1 Tage rote, aus 
Nadeln bestehende Krystalldrusen und Krystallraphiden ent- 
wickelt. Die nahere Untersuchung ergab, daB hier ganz sicher 
der oben erwihnte Farbstoff Physalin vorlag. Eine Nach- 
prifung wurde in folgender Weise gemacht. Die zerquetschten 
Friichte wurden, um die gréBten Wassermengen zu entfernen, 
mit Alkohol behandelt und dann gut ausgepreBt. Das Material 
wurde so mehrere Stunden in warmem Alkohol extrahiert 
und das Extrakt noch heif abfiltriert; bei der Abkihlung 
bildete sich eine reiche Menge roter Krystalldrusen. Der Farb- 
stoff wurde nochmals aus warmem Alkohol umkrystallisiert. 
Die Krystalle wurden mikroskopisch, die Lésungen capillar- 
analytisch untersucht, und so weit ich habe finden kénnen, ist 
der hier vorliegende Farbstoff identisch mit Physalin aus 
Physalis Alkekengi. 

Die oben erwahnten 4 Alkoholextrakte wurden capillar- 
analytisch untersucht. In dem ersten lie® sich nur Xantho- 
phyll nachweisen; in dem Farbdiagramme des zweiten Extraktes 
trat ein wenig unterhalb des Xanthophyllbandes ein rotes Band 
auf, das der Lage und der Farbe nach dem Bande des Phyllo- 
rhodins entsprach; in dem Farbdiagramme des dritten und in 
dem des vierten Extraktes wurden aufer den beiden oben 
erwihnten Bandern auch ein Karotinband erhalten. Karotin- 
krystalle bekam ich aus den Friichten von Lycium aber nicht. 

Die iitherische Lésung nach dem “Ausschiitteln des oben 
erwahnten zweiten Alkoholextraktes wurde die Nacht iiber 
stehen gelassen. Krystalle hatten sich dabei gebildet, die ihrer 
Farbe nach alle Ubergiinge zwischen Rot und Orange bis Orange- 
gelb zeigten. Sie bildeten rhomboidische Tafeln, die in bezug 
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auf Linge und Breite sehr variabel waren. Die langeren 
und schmileren erschienen als Krystallnadeln. Alle Krystalle 
zeigten die den Karotin- und Xanthophyllkrystallen charakte- 
ristischen metallischen Reflexe. Die Krystalle reprisentierten, 
kénnte man sagen, der Form nach. Xanthophyllkrystalle (vgl. 
Willstaitter und Escher, 1910, Fig. 7—8), der Farbe nach 
dagegen Karotinkrystalle mit Ubergiingen zu Xanthophyll- 
krystallen. Die Krystaile wurden abfiltriert, mit etwas Alkohol 
gewaschen und dann in Alkohol gelést. Die capillaranalytische 
Untersuchung ergab, daB die Mutterlauge nur Xanthophyll 
enthielt; durch das Auswaschen mit Alkohol hatten sich Xan- 
thophyll und etwas Phyllorhodin gelist; die Liésung der Kry- 
stalle in Alkohol enthielt Xanthophyll und Phyllorhodin. Die 
Krystalle waren ganz sicher Mischkrystalle zwischen Xantho- 
phyll und Phyllorhodin. 

Die oben erwihnten Mischkrystalle sind schon von Lubi- 
menko (1916, 8.100; Taf.2, Fig. 14) besprochen und ab- 
gebildet worden, und zwar unter dem Namen Karotin «’, aus 
Lycium .ovatum. Aus den Friichten dieser Pflanze hat 
Lubimenko (1916, S. 93) auch ein Karotin «@ extrahiert. 
Dieser Farbstoff stellt wohl Physalin, mit etwas Karotin ver- 
unreinigt, dar. 

Solanum pseudocapsicum, 

Die reifen Friichte von Solanum pseudocapsicum ent- 
halten sowohl in den Epidermiszellen als in den inneren Ge- 
webezellen orangefarbige Chromoplasten. Anthocyan fehlt. 

Die zerquetschten reifen Friichte wurden zweimal, jedesmal 
1 Tag, bei Zimmertemperatur in Alkohol extrahiert. Die gréBten 
Farbstoffmengen befanden sich noch im Material, und dieses 
wurde deshalb einige Stunden in Ather extrahiert. Aus dem 
‘itherischen Extrakt hatte sich nach 1 Tage ein Niederschlag 
gebildet, der aus Drusen von roten Krystallnadeln bestand. Der 
Niederschlag lieB sich aus warmem Alkohol gut umkrystallisieren ; 
er besteht aus einem karotinoiden Farbstoff, der dem oben 
erwihnten Physalin sehr nahe steht, vielleicht mit ihm iden- 
tisch ist. Lykopin ist in den Frichten von Solanum pseudo- 
capsicum nicht vorhanden. 
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Der oben erwihnte erste alkoholische Extrakt wurde nach 
Zusatz von etwas Natronlauge mit Ather ausgeschiittelt. Die | 
itherische Lésung wurde capillaranalytisch untersucht; sie 
enthielt nur Xanthophyll. Nach 1 Tage hatten sich aus der 
Lésung orangegelbe, aus rhomboidischen Tafeln bestehende | 
Xanthophyllkrystalle gebildet. Das zweite alkoholische Extrakt | 
wurde in derselben Weise wie das erste behandelt, und dann 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm zeigte drei 
Bander, die den Farbstoffen Karotin, Phyllorhodin und Xantho- 
phyll entsprachen (vgi. Lycium carolinianum). Karotin- 
krystalle habe ich aus den Friichten von Solanum pseudo- | 
capsicum nicht herstellen kénnen. | 
Nach Lubimenko (1916, S. 113) kommt in den Friichten 
von Solanum pseudocapsicum ein Farbstoff, Karotin «”, vor. 


Evonymus europaea. 


Der orangefarbige Arillus dieser Pflanze enthalt in seinen 
Zellen eine Menge orangefarbiger Chromoplasten. Anthocyan 
fehlt. 

Die Arillusbildungen wurden aus den Friichten heraus- 
genommen und dienten als Material der Untersuchung. Das 
Material wurde mehrmals bei Zimmertemperatur in Alkohol 
extrahiert, und die Extrakte capillaranalytisch untersucht. Die 
Farbdiagramme zeigen das Vorhandensein von Xanthophyll 
und Phyllorhodin. Daneben ist noch ein karotinoider Farb- 
stoff in nicht geringen Mengen vorhanden, der unterhalb dem 
Platze des Karotins ein orangefarbiges Band gibt. Reiche 
Mengen fettartiger Substanz haben die Untersuchung dieses 
Farbstoffes erschwert. Karotin ist vielleicht in geringen Mengen 
vorhanden. 

Hier méchte ich aber die Aufmerksamkeit auf das Vor- 
kommen von Xanthophyll und Phyllorhodin im Arillus von 
Evonymus lenken. In derselben Weise wie bei Lycium 
habe ich auch Mischkrystalle dieser beiden Farbstoffe aus 
Evonymus hergestellt. Die erhaltenen Krystalle wurden ein 
paarmal aus warmem Alkohol umkrystallisiert. Die neuen Kry- 
stalle enthielten mehr Phyllorhodin und weniger Xanthophyll 
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als die urspriinglichen. Mein Material war aber zu gering, 
um die Reinigung weiter treiben zu kénnen. 

Aus dem Arillus der Evonymus-Arten hat schon Lubi- 
menko (1916, 8. 92—100; Taf. 2, Fig. 1) die oben erwihnten 
Mischkrystalle zwischen Xanthophyll und Phyllorhodin her- 
gestellt. Er nennt den Farbstoff Karotin 2 und beschreibt 
yon demselben zwei verschiedene Modifikationen. 

In diesem Zusammenhang méchte ich mit einigen Worten 
die von Lubimenko (1916, S. 100) erwihnten Xanthophyll- 
modifikationen « und 2 besprechen. Beide kommen in griinen 
Blittern zusammen mit Xanthophyll @ vor. Sie unterscheiden 
sich voneinander in bezug auf die Lage der Binder ihrer 
Absorptionsspektra, und zwar in der Weise, dafi die Binder 
der Modifikation @ denjenigen des Xanthophylls @ gegeniiber 
etwas nach dem roten Ende des Spektrums verschoben sind, 
die Binder der Modifikation 8 dagegen etwas nach dem 
violetten Ende des Spektrums. Meiner Meinung nach stellen 
die von Lubimenko beschriebenen Xanthophyllmodifikationen 
keine chemischen Individuen dar, sondern Mischungen zwischen 
zwei oder wahrscheinlicher zwischen drei karotinoiden Farb- 
stoffen. Im Anfang dieses Aufsatzes habe ich darauf hin- 
gewiesen, daB in den griinen Blattern auBer Karotin noch drei 
karotinoide Farbstoffe vorhanden sind, nimlich Phyllorhodin, 
Xanthophyll und Phylloxanthin. Das Phyllorhodin gibt bei 
capillaranalytischer Untersuchung ein rotes Band, das Xantho- 
phyll ein gelbes bis orangegelbes und das Phylloxanthin ein 
rein gelbes. Phyllorhodin und Phylloxanthin sind spektro- 
skopisch nicht untersucht worden; iiber Xanthophyll gibt 
Willstitter (1913, S. 246) gute spektroskopische Angaben. 
Die Farbe der Phyllorhodin- und Phylloxanthinbinder in den 
Farbdiagrammen einer capillaranalytischen Untersuchung deutet 
aber darauf, da8 die Absorptionsbiinder des Phyllorhodins den- 
jenigen des Xanthophylls gegeniiber nach dem roten Ende des 
Spektrums verschoben sind, die Absorptionsbinder des Phyllo- 
xanthins dagegen nach dem violetten Ende des Spektrums. 
Diese Verschiebungen miissen aber viel betrichtlicher sein als 
diejenigen, die Lubimenko hinsichtlich Xanthophyll ¢ und / 
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Der oben erwihnte erste alkoholische Extrakt wurde nach 
Zusatz von etwas Natronlauge mit Ather ausgeschiittelt. Die 
itherische Liésung wurde capillaranalytisch untersucht; sie 
enthielt nur Xanthophyll. Nach 1 Tage hatten sich aus der 
Lésung orangegelbe, aus rhomboidischen ‘Tafeln bestehende 
Xanthophyllkrystalle gebildet. Das zweite alkoholische Extrakt 
wurde in derselben Weise wie das erste behandelt, und dann 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm zeigte drei 
Bander, die den Farbstoffen Karotin, Phyllorhodin und Xantho- 
phyll entsprachen (vgi. Lycium carolinianum). Karotin- 
krystalle habe ich aus den Friichten von Solanum pseudo- 
capsicum nicht herstellen kénnen. 

Nach Lubimenko (1916, S. 113) kommt in den Friichten 
von Solanum pseudocapsicum ein Farbstoff, Karotin @”, vor. 


Evonymus europaea. 


Der orangefarbige Arillus dieser Pflanze enthalt in seinen 
Zellen eine Menge orangefarbiger Chromoplasten. Anthocyan 
fehlt. 

Die Arillusbildungen wurden aus den Friichten heraus- 
genommen und dienten als Material der Untersuchung. Das 
Material wurde mehrmals bei Zimmertemperatur in Alkohol 
extrahiert, und die Extrakte capillaranalytisch untersucht. Die 
Farbdiagramme zeigen das Vorhandensein von Xanthophyll 
und Phyllorhodin. Daneben ist noch ein karotinoider Farb- 
stoff in nicht geringen Mengen vorhanden, der unterhalb dem 
Platze des Karotins ein orangefarbiges Band gibt. Reiche 
Mengen fettartiger Substanz haben die Untersuchung dieses 
Farbstoffes erschwert. Karotin ist vielleicht in geringen Mengen 
vorhanden. 

Hier méchte ich aber die Aufmerksamkeit auf das Vor- 
kommen von Xanthophyll und Phyllorhodin im Arillus von 
Evonymus lenken. In derselben Weise wie bei Lycium 
habe ich auch Mischkrystalle dieser beiden Farbstoffe aus 
Evonymus hergestellt. Die erhaltenen Krystalle wurden ein 
paarmal aus warmem Alkohol umkrystallisiert. Die neuen Kry- 
stalle enthielten mehr Phyllorhodin und weniger Xanthophyll 
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als die urspriinglichen. Mein Material war aber zu gering, 
um die Reinigung weiter treiben zu kénnen. 

Aus dem Arillus der Evonymus-Arten hat schon Lubi- 
menko (1916, S. 92—100; Taf. 2, Fig. 1) die oben erwihnten 
Mischkrystalle zwischen Xanthophyll und Phyllorhodin her- 
gestellt. Er nennt den Farbstoff Karotin @ und beschreibt 
von demselben zwei verschiedene Modifikationen. 

In diesem Zusammenhang méchte ich mit einigen Worten 
die von Lubimenko (1916, S. 100) erwihnten Xanthophyll- 
modifikationen «@ und 7? besprechen. Beide kommen in griinen 
Blittern zusammen mit Xanthophyll « vor. Sie unterscheiden 
sich voneinander in bezug auf die Lage der Binder ihrer 
Absorptionsspektra, und zwar in der Weise, dali die Binder 
der Modifikation « denjenigen des Xanthophylls @ gegeniiber 
etwas nach dem roten Ende des Spektrums verschoben sind, 
die Binder der Modifikation 6 dagegen etwas nach dem 
violetten Ende des Spektrums. Meiner Meinung nach stellen 
die von Lubimenko beschriebenen Xanthophyllmodifikationen 
keine chemischen Individuen dar, sondern Mischungen zwischen 
zwei oder wahrscheinlicher zwischen drei karotinoiden Farb- 
stoffen. Im Anfang dieses Aufsatzes habe ich darauf hin- 
gewiesen, daB in den griinen Blittern auBer Karotin noch drei 
karotinoide Farbstoffe vorhanden sind, nimlich Phyllorhodin, 
Xanthophyll und Phylloxanthin. Das Phyllorhodin gibt bei 
capillaranalytischer Untersuchung ein rotes Band, das Xantho- 
phyll ein gelbes bis orangegelbes und das Phylloxanthin ein 
rein gelbes. Phyllorhodin und Phylloxanthin sind spektro- 
skopisch nicht untersucht worden; iiber Xanthophyll gibt 
Willstitter (1913, S. 246) gute spektroskopische Angaben. 
Die Farbe der Phyllorhodin- und Phylloxanthinbinder in den 
Farbdiagrammen einer capillaranalytischen Untersuchung deutet 
aber darauf, daB die Absorptionsbiinder des Phyllorhodins den- 
jenigen des Xanthophylls gegeniiber nach dem roten Ende des 
Spektrums verschoben sind, die Absorptionsbinder des Phyllo- 
xanthins dagegen nach dem violetten Ende des Spektrums. 
Diese Verschiebungen miissen aber viel betrichtlicher sein als 
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beobachtet hat. Diese Erérterung scheint mir aber darauf 
hinzudeuten, da die Xanthophyllmodifikationen von Lubi- 
menko verschiedene Mischungen zwischen Phyllorhodin, Xantho-. 
phyll und Phylloxanthin darstellen. 


Capsicum annuum. 


Die roten Friichte von Capsicum annuum enthalten 
sowohl in den Epidermiszellen als in den inneren Gewebe- 
zellen rote Chromoplasten. Anthocyan fehlt. 


Das fein zerschnittene Material wurde viermal, jedesma! 
1 Tag, bei Zimmertemperatur mit Alkohol extrahiert. Alle 
Extrakte waren rot bis rotbraun gefirbt; die gréBten Farb- 
stoffmengen waren herausgezogen worden. Die Extrakte wurden 
capillaranalytisch untersucht. Das Farbdiagramm des ersten 
Extraktes zeigte ein Band und die Andeutung eines zweiten, 
das Farbdiagramm des zweiten Extraktes zwei Binder und 
die Andeutung eines dritten, die Farbdiagramme des dritten 
und vierten Extraktes zeigten je drei Bander. Alle Bander 
waren ziegelrot. Die Behandlung mit 20°/,iger Salzsiiure gibt 
keine unmittelbare Farbveriinderung; nach und nach wird aber 
das nichst oberste Band graugriin, dann verfarbt sich das 
oberste ins Graugriin. Das unterste Band ist am wenigsten 
empfindlich, wird aber allmahlich gebleicht, ohne eine Ver- 
finderung ins Graugriine zu zeigen. In bezug auf die Lage 
der Binder ist folgendes zu erwihnen: die Lage des obersten 
Bandes entspricht derjenigen des Phylioxanthins, das mittlere 
Band liegt unmittelbar unterhalb des Chlorophyllbandes, und 
das unterste Band etwas unterhalb des Karotinbandes. — 
Xanthophyll fehlt; Karotin fehlt ebenfalls, oder ist nur in sehr 
geringen Mengen vorhanden. Lykopin kommt in den roten 
Friichten von Capsicum annuum nicht vor. 


In den reifen Capsicum-Friichten sind also drei karoti- 
noide Farbstoffe vorhanden. Ich werde sie Capsumin «, § 
und y nennen, und zwar so, da8B sich Capsumin @ auf den in 
Alkohol schwer léslichsten, Capsumin y auf den in Alkohol 
leicht léslichsten karotinoiden Farbstoff bezieht. — Von Cap- 
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'  gumin @ habe ich kleine rote, aus Nadeln bestehende Krystall- 
drusen bekommen, von den iibrigen nur amorphe Niederschlige. 
Nach Lubimenko (1916, S. 110) sind in den reifen Cap- 
sicum-Friichten zwei karotinoide Farbstoffe vorhanden; sie 
werden als zwei verschiedene Modifikationen des Lykopinoides 
>  zweiter Ordnung angefiihrt. Das Absorptionsspektrum zeigt 
3 Bander, die annéhernd mit denen des Lykopins zusammen- 
fallen (Lubimenko, 1916, 8, 103). Vgl. Monteverde und 
Lubimenko (1913, S. 1120). 


ieee 


Sorbus aucuparia. 


Die rote Farbe der reifen Friichte von Sorbus aucu- 
paria ist von anthocyanfiihrenden EKpidermiszellen bedingt. 
Die inneren Teile der Friichte sind orangefarbig, und zwar 
wegen orangefarbigen Chromoplasten. In den Kpidermiszellen 
sind Chromoplasten nur in geringer Menge vorhanden. 

| Nach einigen Vorversuchen wurden die karotinoiden Farb- 
stoffe aus den Friichten von Sorbus aucuparia in folgender 
Weise extrahiert. Um die gréBten Wassermengen zu ent- 
fernen, wurden die zerquetschten Friichte mit Alkohol iiber- 
gossen, nach 1 Tage abfiltriert und gut ausgepreBt. Das 
Material extrahierte ich dann nach Zusatz von etwas Calcium- 
carbonat mehrere Stunden mit warmem Alkohol, und filtrierte 
das Extrakt noch heiB ab. Dieses Verfahren wurde noch 
zweimal wiederholt. Die Extrakte lieB ich die Nacht iiber stehen; 
Niederschliige hatten sich gebildet. In dem ersten Extrakt 
waren nur amorphe, gelbe Kérnchen vorhanden; das zweite 
Kxtrakt enthielt schwach gelbliche Spharokrystalle (wahrschein- 
lich aus irgendeinem Phytosterin bestehend), amorphe gelbe 
Kérnchen, orangefarbige, garniihnliche Massen, die in lockeren 
Kniiueln oder dichteren Drusen zusammengeballt waren, und 
an den Wiinden des Becherglases rotbraune, aus rhomboidischen 
Tafeln bestehende Krystalldrusen. Das dritte Extrakt enthielt 
geringe Mengen der oben erwahnten garnihnlichen Massen. 
Die oben erwihnten Niederschlige wurden abfiltriert und 
die Mutterlaugen capillaranalytisch untersucht. Die Farb- 
diagramme zeigen je 3 Binder, und zwar ein ziemlich un- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIII. 17 
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bedeutendes gelbes auf dem Platz des Xanthophyllbandes, ein 
kraftiges orangegelbes auf dem Platz des Karotinbandes und 
ein schwicheres orangefarbiges bis orangerotes etwas unterhal) 
des Karotinbandes. Keines von den Bandern wird von 20°/, iger 
Salzsiure griin gefirbt. Bisweilen flieBen die beiden unteren 
Bander zu einem Bande zusammen, es ist aber dann leicht 
zu beobachten, daB dieses neue Band nicht homogen ist; seii 
unterer Rand ist nimlich mehr orangerot, sein oberer mehi 
orangegelb. — Diese Ergebnisse deute ich folgenderweise: dic 
Extrakte enthielten geringe Mengen von Xanthophyll (oder 
irgendeiner Xanthophyllmodifikation) daneben Karotin (Krystall« 
habe ich aber nicht bekommen) und einen dritten karotinoiden 
Harbstoff, den das unterste, mehr orangerote Band verursachte. 
Diesen Farbstoff werde ich Sorbusin nennen und unten etwas 
niher besprechen. Dieser Farbstoff ist wahrscheinlich isomer 
mit Karotin und Lykopin. 

Der Niederschlag des oben erwahnten zweiten Alkoho!- 
extraktes wurde einigemal aus warmem Alkohol umkrystalli- 
siert. Bei der Abkiihlung der warmen Alkohollésung bildeten 
sich jedesmal die oben erwahnten orangefarbigen, garnihnlichen 
Massen; die aus rhomboidischen Tafeln bestehenden Krystall- 
drusen bekam ich nicht wieder; wahrscheinlich bilden sich 
diese nur bei sehr langsamer Krystallisation. Die schlieBlich 
erhaltene, einigermaBen gereinigte Farbstofflésung gab ein 
Farbdiagramm mit einem kriftigen orangefarbigen bis orange- 
roten Band, und etwas oberhalb dieses, und zwar auf dem 
Platz des Karotins, einen schwachen orangegelben. Das untere 
dieser Bander stellt das Sorbusinband dar. Wird eine Sorbusin- 
lésung mit einer Lésung von Physalin (aus Physalis Alke- 
kengi) in Alkohol—Ather versetzt, so bildet sich das Physalin- 
band etwas unterhalb des Sorbusinbandes. In bezug auf die 
Léslichkeit in Alkohol nimmt Sorbusin eine Mittelstellung 
zwischen Karotin und Physalin ein. 

Aus alkoholischen Extrakten der Friichte von Asparagus 
officinalis hat Lubimenko (1916, Taf. I, Fig. 8) Krystalle 
hergestellt, die mit den oben erwahnten garnihnlichen Massen 
aus Sorbus aucuparia gut iibereinstimmen. Ahnliche 
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Bildungen fand derselbe Forscher (a. a. O., Taf. I, Fig. 10) in 
alkoholischen Extrakten aus Friichten von Polyalthia litto- 
ralis. Der Farbstoff aus Asparagus wird von Lubimenko 
als ein Lykopinoid zweiter Ordnung, derjenige aus Polyalthia 
als ein Lykopinoid vierter Ordnung bezeichnet. 

Die reifen Friichte von Sorbus suecica enthalten die- 
selben karotinoiden Farbstoffe als die reifen Friichte yon 
Sorbus aucuparia. lLykopin fehlt bei beiden Pflanzen. 


Rosa canina. 


Die Epidermiszellen der Hagebutte enthalten Anthocyan, 
die inneren Zellen orangefarbige Chromoplasten. 

Die zerschnittenen Wande der Friichte von Rosa canina 
wurden zuerst zweimal, jedesmal 1 Tag, in Alkohol bei Zimmer- 
temperatur, dann zweimal in warmem Alkohol, jedesmal meh- 
rere Stunden, und schlieBlich 1 Woche in Ather extrahiert. 
Die capillaranalytische Untersuchung der zwei ersten alko- 
holischen Extrakte ergab, daB geringe Mengen von Xanthophyll 
(oder irgendeiner Xanthophyllmodifikation), daneben auch wahr- 
scheinlich Karotin (Karotinkrystalle habe ich aus den Friichten 
von Rosa jedoch nicht bekommen) vorhanden waren. Das 
Aussehen des Karotinbandes deutet aber auf das Vorhanden- 
sein anderer karotinoiden Farbstoffe. 

Aus den zwei letzteren Alkoholextrakten bildeten sich bei 
der Abkiithlung Drusen aus kleinen roten bis rotbraunen Kry- 
stallnadeln, orangefarbige garnihnliche Massen, die den oben 
aus Sorbus aucuparia erwihnten ganz ahnlich waren, und 
auBerdem schwach gelbliche Sphiarokrystalle (wahrscheinlich 
aus Phytosterin bestehend). Der Niederschlag wurde in 
warmem Alkohol gelést. Bei der Abkiihlung der Lésung bil- 
deten sich wieder rote Krystalldrusen und sehr schwach gelb- 
lich gefiirbte kleine Krystallnadeln (wahrscheinlich Phyto- 
sterinkrystalle). Die Krystalldrusen erwiesen sich bei capillar- 
analytischer Untersuchung ihrer Liésung als Lykopinkrystalle, 
die mit Arumin yerunreinigt waren. Das Farbdiagramm der 
Mutterlauge zeigte ein Karotin—Aruminband (vgl. die Ausein- 


andersetzung iiber die Tomate) und etwas unterhalb dieses ein 
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anderes Band, das mit dem Sorbusinband bei Sorbus aucu- 
paria tbereinstimmte. 

Das oben erwa&hnte atherische Extrakt wurde die Nach‘ 
iiber stehen gelassen. Es bildeten sich darunter Lykopin- 
krystalle, die den Lykopinkrystallen aus der Tomate villig 
gleich waren. Die capillaranalytische Untersuchung der Lisung 
dieser Krystalle ergab das Vorhandensein von Lykopin und 
Arumin. Das Farbdiagramm der Mutterlauge zeigte dre’ 
Bander, und zwar ein Sorbusinband, ein Karotin—Aruminband 
und ein schwaches Xanthophyllband. 

Aus der Untersuchung ergibt es sich also, da& in den | 
Friichten von Rosa canina fiinf karotinoide Farbstoffe vor- 
handen sind, namlich Lykopin, Arumin, Sorbusin, Karotin und 
Xanthophyll. 

Nach Lubimenko (1916, 8. 113) gibt es in den Friichten 
von Rosa canina folgende karotinoide Farbstoffe: Lykopin 3 
und y, ein Lykopinoid erster Ordnung und Xanthokarotin. 


Taxus baccata. 


Die rote Farbe des Arillus von Taxus baccata beruht 
auf dem Vorkommen von roten Chromoplasten. Anthocyan fehlt. 
Die Epidermis ist farblos. 

Als Material der Untersuchung dienten die herauspriipa- 
rierten Arillusbildungen, die mehrmals bei Zimmertemperatur 
in Alkohol extrahiert wurden. Der Farbstoff ist in Alkohol 
leicht léslich, und gibt kirschenrote Lésungen. Die Farb- 
diagramme der Lésungen zeigen ein kirschenrotes Band, welches 
in bezug auf die Lage einem Xanthophyllband entspricht; in 
den Diagrammen der alkoholstirkeren Lésungen tritt noch ein 
Band hinzu, und zwar ein gelbes auf dem Platz des Karotins. 

In bezug auf seine Léslichkeit in Alkohol stimmt der 
rote Farbstoff aus dem Arillus von Taxus gut mit Rhodo- 
xanthin aus Thuja oder Reseda iiberein, unterscheidet sich 
aber hinsichtlich seiner Farbe von Rhodoxanthin. Die Farbe 
des Rhodoxanthins ist orangerot, die des roten Farbstoffes aus 
Taxus dagegen kirschenrot. Den ‘Taxusfarbstoff werde ich 
Taxorhodin nennen. 
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Im Arillus von Taxus gibt es nach Lubimenko (1916, 
S. 113) fiinf verschiedene Modifikationen von Rhodoxanthin. 


Aloe vera. 


In den inneren Gewebezellen der Bliitenblitter von Aloe 
vera gibt es Chromoplasten, deren Farbe in den verschiedenen 
Teilen der Bliite von orangegelb bis orangerot wechselt. 
Stellenweise lokalisiert, ist Anthocyan in der Epidermis vor- 
handen. 

Bliiten von Aloe vera wurden zweimal, jedesmal 1 ‘Tag, 
in Alkohol bei Zimmertemperatur, dann in warmem A\l- 
kohol extrahiert. Die capillaranalytische Untersuchung der 
zwei ersten alkoholischen Extrakte gab Farbdiagramme 
mit drei gefirbten Bindern, und zwar ein gelbes auf dem 
Platz des Karotins, ein orangerotes auf dem Platz des 
Nanthophylls und ein gelbes auf dem Platz des Phyllo- 
xanthins. Das letztere Band wurde von 20°/,iger Salzsaure 
griin gefirbt, die beiden anderen dagegen nicht. Das oben 
erwahnte orangerote Band war von allen das kriaftigste, die 
iibrigen entwickelten sich ziemlich schwach. Das orangerote 
Band war einem Rhodoxanthinband (z. B. aus Thuja oder 
Reseda) vollig gleich. Es ist also gar nicht unméglich, dab 
die Behauptung von Lippmaa (1925, S. 21), daB die Bliiten 
von Aloe Rhodoxanthin enthalten, richtig ist (vgl. Courchet, 
1888, S. 367). 

Durch die capillaranalytische Untersuchung desjenigen 
EXxtraktes, das durch Extrahieren in warmem Alkohol ge- 
wonnen war, wurde nachgewiesen, daB die Bliiten von Aloe 
keinen karotinoiden Farbstoff enthalt, der in Alkohol schwer 
léslicher ist als Karotin. 


Calceolaria scabiosifolia. 


Die Bliiten von Calceolaria verdanken ihre gelbe Farbe 
teils gelben Chromoplasten, teils gelbem Zellsaft. Chromo- 
plasten sind sowohl in den Epidermiszellen als in den inneren 
Gewebezellen vorhanden. 
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Die Bliiten wurden dreimal in Alkohol bei Zimmer- 
temperatur extrahiert, und die Extrakte dann capillaranalytiscl: 
untersucht. Die Farbdiagramme zeigten ein gelbes Band aui 
dem Platz des Xanthophylls; das Band wurde von 20°), iger 
Salzsiure nicht griin gefarbt. Hier liegt also Xanthophy!! 
(oder eine Xanthophyllmodifikation) vor, Nur der oberste 
Rand des Bandes wurde griinlich verfirbt, was auf das Vor- 
handensein von geringen Mengen Phylloxanthin hinweist. 
Ktwa 1mm unterhalb des Xanthophyllbandes zeigte sich ein 
schwach entwickeltes orangerotes Band. Von einem Karotin- 
band war nur eine iuBerst geringe Andeutung zu sehen. — 
Das Vorkommen von Xanthophyll in den Bliiten von Calceo- 
laria ist schon von Schunck (1904, 8S. 167) nachgewiesen 
worden. 

Tropaeolum majus. 

Sowohl in den Epidermiszellen als in den inneren Ge- 
webezellen der Blitenblitter von Tropaeolum majus_ sind 
orangefarbige Chromoplasten vorhanden. In den rot gefirbten 
Bliitenteilen ist Anthocyan vorhanden. 

Die Bliiten wurden mit Alkohol iibergossen, nach einem 
‘Tage bei Zimmertemperatur abfiltriert und gut ausgepreBt, 
dann wieder einen ‘T'ag mit Alkohol extrahiert. Das noch 
stark gefiirbte Material wurde dann einige Stunden mit Ather 
extrahiert. Die capillaranalytische Untersuchung der alkoholi- 
schen Extrakte erwies, dai geringe Mengen Chlorophyll vor- 
handen waren. Unter den karotinoiden Farbstoffen wurden in 
erster Linie Karotin, Xanthophyll und Phylloxanthin unach- 
gewiesen; die Mengen dieser Farbstoffe sind aber offenbar 
nicht groB. In dem Farbdiagramm des zweiten alkoholischen 
Extraktes zeigte sich etwas unterhalb des Karotinbandes ein 
Band, das der Farbe und Lage nach dem Sorbusinband entsprach 
(vgl. Sorbus aucuparia), und zwischen diesem noch ein schwach 
gelbliches, das sich mit 20°/, iger Salzsiiure ins Griine verfarbte. 

Aus dem oben erwihnten itherischen Extrakte wurde 
nach einem ‘Tage ein Niederschlag erhalten, der aus Drusen 
von orangefarbigen bis orangegelben Nadeln bestand. Der 
Niederschlag lieB sich leicht aus warmem Alkohol umkrystalli- 
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sieren. Bei schneller Krystallisation wurden orangefarbige, 
garnihnliche Massen erhalten, die den oben aus Sorbus aucu- 
paria erwihnten sehr ihnlich waren. Es ist offenbar, daB in 
den Bliten von Tropaeolum majus ein karotinoider Farb- 
stoff vorhanden ist, der mit Sorbusin sehr nahe verwandt ist. 
Diesem Farbstotf verdanken die orangefarbigen Tropaeolum- 
Bliiten in erster Linie ihre Farbe; iibrige karotinoide F'arbstoffe 
spielen nur eine untergeordnete Rolle. 


Tagetes patula. 


In den Bliiten von Tagetes patula sind sowohl in den 
Kpidermiszellen als in den inneren Gewebezellen orange- 
farbige Chromoplasten vorhanden. Rote Farbténe sind von 
dem Vorkommen von Anthocyan bedingt. 

Als Material der Untersuchung dienten die Randbliiten. 
Sie wurden in derselben Weise wie die oben erwahnten Bliiten 
von Tropaeolum majus extrahiert. Das Farbdiagramm des 
ersten alkoholischen Extraktes zeigte zwei gelbe Binder, die 
durch Behandlung mit 20°/,iger Salzsiure keinen Umschlag 
ins Griine gaben, und zwar eines auf dem Platz des Xantho- 
phylls und eines auf dem Platz des Karotins. In dem Farb- 
diagramm des zweiten alkoholischen Extraktes kamen unter- 
halb des Karotinbandes noch zwei Bander hinzu, und zwar 
zuerst ein schwach gelbes, das sich mit 20°/,iger Salzsiure 
ins Griine verfarbte, und dann ein orangefarbiges bis orange- 
rotes, das diese Reaktion nicht gab. 

Aus dem itherischen Extrakte krystallisierten aus Nadeln 
bestehende, orangefarbige Aggregate, die sich aus warmem Alkohol 
leicht umkrystallisieren lieBen. Der hier vorliegende Farbstoff, der 
das unterste Band des Farbdiagrammes verursachte, steht sicher 
Sorbusin sehr nahe. Hr ist fiir die Farbe der Chromoplasten der 
Tagetesbliten in erster Linie verantwortlich (vgl. Tropaeolum 
majus). 

Calendula officinalis. 

Die Bliiten von Calendula haben sowohl in ihren Kpi- 
dermiszellen als in ihren inneren Gewebezellen orangefarbige 
Chromoplasten. Anthocyan fehlt. 
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Als Material der Untersuchung dienten die Randbliiten. 
Sie wurden in derselben Weise wie die oben erwihnten Bliiten 
von ‘ropaeolum majus extrahiert. Bei der capillaranalyti- 
schen Untersuchung der KExtrakte erwies es sich, da dic 
Farbe der Bliiten von Calendula in erster Linie von einen: 
karotinoiden Farbstoff bedingt ist, der etwas oberhalb des Karo- 
tinbandes ein orangerotes Band gibt. Von 20°/,iger Salzsiure 
fiirbt sich dieses Band nicht griin. Krystalle von diesem Farb- 
stoff, den ich Kalendulin nenne, habe ich nicht herstellen 
kénnen. Die Farbdiagramme zeigen das Vorhandensein von 
Xanthophyll und sehr geringe Mengen Phylloxanthin (ode 
wenigstens Farbstoffe, die mit diesen nahe verwandt sind’. 
Zwischen dem Xanthophyll- und dem Kalendulinband tritt 
ein schwefelgelbes Band auf, welches von 20°/,iger Salzsiure 
ins Griine verfirbt wird. Auf dem Platz des Karotinbandes 
tritt ein gelbes Band aut, das doch bald von dem Kalendulin- 
band verdeckt wird. 


Zusammenfassung und SchluBbemerkungen. 


In dem hier vorliegenden Aufsatz sind folgende karotinoide 
Farbstoffe erwihnt worden. 


Lykopin 

Physalin 
Kapsumin « Sorbusin 
Arumin 

Karotin 

Kalendulin 

Kapsumin 9 Phyllorhodin 
Rhodoxanthin und Taxorhodin Xanthophyll 
Kapsumin y Phylloxanthin 


Von diesen Namen sind folgende fir die Literatur neu: 


Kapsumin «, f und y, Arumin, Taxorhodin, Physalin, Sorbusin, 


Kalendulin und Phyllorhodin. Mit Ausnahme von Kalerdulin 


sind aber diese karotinoiden Farbstoffe, wenn nicht in reiner 


Form, so wenigstens in Mischungen mit anderen Farbstoffen, 
schon von Lubimenko (1916) beobachtet worden. 

Die untersuchten Farbstoffe sind in zwei gréBere Gruppen 
geordnet, in diese paBt aber Kalendulin und Phyllorhodin 
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nicht gut ein, und sie sind deshalb in eine kleine dritte Gruppe 
hineingereiht. Die Farbstoffe sind weiter nach ihrer Léslich- 
keit in Alkohol geordnet, und zwar so, dab jede Kolumne 
mit dem schwerldslichsten Farbstoff beginnt, iiber immer 
leichter lésliche fortschreitet, um mit den leichtléslichsten zu 
enden. 

Spektroskopische Beobachtungen iiber die beschriebenen 
Farbstoffe habe ich nicht gemacht. In Lubimenkos Arbeit 
finden wir aber eine reiche Menge spektroskopischer Angaben. 
Diese beziehen sich freilich oft auf Mischungen verschiedener 
Harbstofie, mehrere sind indessen gut verwendbar. 

) Die Farbstoffie der ersten Gruppe (der Lykopingruppe) 
haben ein Absorptionsspektrum mit 38 Bandern, von denen das 
erste zwischen den Iraunhoferschen Linien ) und E liegt. 
Die Absorptionsbinder derjenigen Farbstoffe, die zu der zweiten 
(gruppe (der Physalingruppe) gehéren, sind den Bandern der 
ersten Gruppe gegeniiber nach dem violetten Ende des Spek- 
trums verschoben. Diese Angaben sind nur fir den Fall 
giltig, daB die Farbstoffe in Schwefelkohlenstoff gelést sind. 
Uber die Absorptionsspektra von Kalendulin und Phyllorhodin 
fehlen Angaben. 

Lykopin ist in den Friichten von Lycopersicum escu- 
lentum, Solanum Balbisii, 8. duleamara und Arum ita- 
licum und Rosa canina und in den Wurzeln von Brassica 
napus nachgewiesen worden. Es scheint als ob Lykopin immer 
von Arumin begleitet wiire, und ich habe die Vermutung aus- 
gesprochen, da Arumin ein Oxyd des Lykopins darstelle. Aus 
den Friichten von Lycopersicum esculentum und Sola- 
num Balbisii habe ich Karotinkrystalle hergestellt. Im Ver- 
gleich mit Lykopin ist aber Karotin nur in geringen Mengen 
vorhanden. Es ist wahrscheinlich, daB Karotin auch in den 
iibrigen oben erwihnten Pflanzen in geringen Mengen vor- 
handen ist. Geringe Mengen Xanthophyll (oder einer Xan- 
thophyllmodifikation) sind in den oben erwihnten Pflanzen nach- 
gewiesen worden. In den Friichten von Rosa canina kommt 
auch Sorbusin vor. — Lykopin ist von Lubimenko in etwa 
20 Pflanzen gefunden worden. 
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Physalin oder wenigstens Farbstoffe, die diesem sehr nahe 
stehen, habe ich in den Kelchblittern und Friichten von 
Physalis Alkekengi und in den Friichten von Lycium 
carolinianum und Solanum pseudocapsicum nachgewiesen. 
Aus Solanum sind auch Xanthophyllkrystalle hergestellt, und 
aus Lycium eine Art Krystalle, die als Mischkrystalle zwischen 
Xanthophyll und Phyllorhodin gedeutet wurden. Geringe 
Karotinmengen sind wahrscheinlich in allen 3 Pflanzen vor- 
handen. 

Kapsumin ist nur in den reifen Friichten von Capsicum 
annuum nachgewiesen worden, und zwar gibt es in diesen 
Friichten drei karotinoide Farbstoffe, die ich Kapsumin «, 6 
und y genannt habe. Vielleicht sind auch geringe Karotin- 
mengen vorhanden. 

Sorbusin kommt in den Friichten von Sorbus aucupa- 
ria, S.suecica und Rosa canina vor. Daneben sind Farb- 
stoffe, die als Karotin und Xanthophyll gedeutet worden sind, 
vorhanden. In Rosa canina gibt es auch Lykopin und 
Arumin. 

Phyllorhodin oder wenigstens Farbstofte, die mit diesem 
sehr nahe verwandt sind, kommen in den Friichten von 
Lycium carolinianum und Solanum pseudocapsicum 
und im Arillus von Evonymus europaea vor. 

Rhodoxanthin, auch Thujorhodin genannt, kommt in den 
im Herbst rétlich verfarbten Zweigen von Thuja, in den 
jungen Stengeln von Equisetum, in den rétlich verfirbten 
Blattern von Reseda und Potamogeton vor. Die Farbe 
der sogenannten vegetativen Chromoplasten wird von Rhodo- 
xanthin bedingt; vgl. des Naheren Lippmaa (1925). Hin 
Farbstoff, der dem Rhodoxanthin wenigstens sehr nahe steht, 
ist in den Bliiten von Aloe vera vorhanden. 

Taxorhodin bedingt die rote Farbe des Arillus von Taxus 
baccata. ; 

Unter dem Namen Xanthophyll habe ich diejenigen karo- 
tinoiden Farbstoffe zusammengefaBt, die unmittelbar oberhalb 
des Chlorophyllbandes ein gelbes Band gibt, welches von 
20°/,iger Salzsiure nicht griin gefarbt wird. Xanthophyll oder 
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vielleicht besser Xanthophyllmodifikationen sind in den von 
mir untersuchten reifen Friichten nur in sehr geringen Mengen 
vorhanden. Das typische Karotin spielt ebenfalls in den reifen 
Friichten eine sehr untergeordnete Rolle. Phylloxanthin scheint 
vollig zu fehlen. In den unreifen griinen Friichten ist das 
Chlorophyll von Karotin, Xanthophyll und Phylloxanthin be- 
gleitet. Wiahrend der Reife wird wenigstens Phylloxanthin 
zerstért, bisweilen auch Karotin und Xanthophyll (z. B. bei 
Capsicum); andere karotinoide Farbstoffe werden in mehreren 
Fallen gebildet und kénnen dann die Farbe der reifen Friichte 
verursachen, z. B. bei Solanum-Arten, Lycopersicum, 
Arum, Physalis, Lycium, Capsicum. Die Farbe der roten 
Friichte von Sorbus aucuparia und Rosa canina wird von 
Anthocyan in den Epidermiszellen bedingt. 

In den Bliiten von Calceolaria scabiosifolia ist 
Xanthophyll nachgewiesen worden, in denjenigen von Aloe 
vera Rhodoxanthin; geringe Mengen anderer karotinoiden 
Farbstoffe sind auch vorhanden. In den Bliiten von Tropae- 
olum majus und Tagetes patula kommen mebhrere karoti- 
noide Farbstoffe vor, die Farben werden aber in erster Linie 
von Farbstoffen bedingt, die dem Sorbusin am niachsten stehen. 
Die Farbe der Bliiten von Calendula officinalis wird in 
erster Linie von einem besonderen karotinoiden Farbstoff, den 
ich Kalendulin genannt habe, bedingt. 
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Uber die Umlagerung von «“-Aminosduren in ungesattigte 
Verbindungen und deren Umwandlung in «-Ketosauren. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften. ) 


(Aus dem Physiologisechen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Dezember 1926.) 


Wir haben kiirzlich*) iiber die Bildung einer ungesittigten 
Verbindung beim Erhitzen von Dioxo-piperazinen mit Chinolin 
und Tierkohle berichtet und mitgeteilt, da& bei der Hydrolyse 
des erwihnten Produktes neben Ammoniak und der unveriin- 
derten, am Anhydrid beteiligten Aminosiure eine «-Ketosiure 
nachgewiesen werden konnte. Wir sind nun bei dem Versuch, 
Chloracetyl-d-valin, a-Bromisocapronyl-d-valin und 
Chlor&cetyl-l-leucin zu chlorieren, ebenfalls auf ungesittigte 
Verbindungen gestoBen, bei deren Hydrolyse Ammoniak und 
die entsprechende «-Ketosiure entstanden. Bei der aus Chlor- 
acetyl-d-valin und «-Bromisocapronyl-d-valin hervorgehenden 
Verbindung konnten wir die bei deren Hydrolyse entstehende 
a-Ketosiure identifizieren. Bei dem aus Chloracetyl-l-leucin 
erhaltenen Produkt ergab die Hydrolyse ebenfalls Ammoniak, 
jedoch gelang es wegen der geringen Menge nicht, die zweifellos 
vorhandene «-Ketosiure einwandfrei festzustellen. Alle Be- 
mithungen, die ungesattigte Verbindung nochmals zu erhalten, 
scheiterten. 

Den Reaktionsyerlauf geben die folgenden Formeln wieder. 
Ks bleibt die Méglichkeit, daB zuniichst eine Verbindung ent- 


1) Diese Zs. Bd. 163, S. 149 (1927). 
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steht, die die Doppelbindung zwischen 2 Kohlenstoffatomen 
besitzt, und erst bei der Hydrolyse die Umwandlung in das 
Iminoderivat erfolgt. Von diesem aus ist die Bildung von 
Ammoniak und der entsprechenden «-Ketosiure leicht ver- 


stindlich. 
CH, CH, CH, 
>CH-CH-COOH — HCl —-> >C=C-COOH —-> >CH-C-COOH 
CH, | 5H, | CH, | 
NH- OC -CH,-: Cl NH. OC. CH, N-OC-CH 
CH, 
+ 2H,O —> >CH-C-COOH + CH,-COOH + NH, 
ci | 


In diesem Zusammenhang ist nicht ohne Interesse, dab 
Emil Fischer und Ernst K6nigs folgendes berichten: ' 
»Ver Versuch, das Bromisocapronyl-asparagin zu &hnlichen 
Synthesen (wie das Chloracetyl-asparagin) zu benutzen, schei- 
terte, weil merkwiirdigerweise schon beim Schiitteln mit Acetyl- 
chlorid HBr abgespalten wird und ein Produkt von der Forme! 
C,)H,,O,N, entsteht, dessen Struktur bisher nicht festgestellt 
werden konnte.“ Ohne Zweifel liegt dieser Beobachtung der- 
selbe Vorgang zugrunde, den wir in den mitgeteilten Beispielen 
aufkliren konnten. 


Experimenteller Teil. 

Chlorierung von Chloracetyl-d-valin. 

3,5 g Chloracetyl-d-valin wurden in 30 ccm Acetylchlorii 
suspendiert und unter Eiskihlung mit 3,75 g frisch sublimiertem 
Phosphorpentachlorid versetzt. Unter Gasentwicklung ging 
alles innerhalb weniger Minuten in Liésung. Das Acetyl- 
chlorid wurde im ReaktionsgefaB im Vakuum abgetrieben. Es 
hinterblieb eine feste Masse, die mit absolutem Petrolither 
5—6mal gut durchgeschiittelt wurde. Der Petrolather lief 
sich leicht abdekantieren. Der Riickstand, der nur noch ganz 
schwache Phosphorsiiurereaktion gab, ist leicht pulverisierbar 
und nur schwach hygroskopisch. Er ist kaum léslich in Ather. 


') Emil Fischer und Ernst Kénigs, Chem. Ber. Bd. 40, S. 2048 
(1907). 








Umlagerung von «-Aminosiuren in ungesiattigte Verbindungen usw. 263 


In Alkohol lést er sich unter Abspaltung von Glorion. In 
Wasser lost er sich schwer und spaltet dabei Chlor in dis- 
soziierter Form ab. Das gepulverte und tiber H,SO, und NaOH 
im Vakuumexsiccator getrocknete Produkt ergab folgenden 
Chlorwert: 
0,0729 g Substanz verbrauchten 3,45 cem n/10-Silberlésung. 
tef. 16,8°/, Cl. 

In der Annahme, daB dieser Kérper das gesuchte Chlor- 
acetyl-d-valylchlorid sei, wurde er in absolut atherischer Sus- 
pension unter Kiihlung mit der berechneten (doppelten!) Menge 
Alaninester versetzt. Dabei ballte sich die vorher fein ver- 
teilte Suspension zu einer klebrigen Masse zusammen. Diese 
geht, mit Wasser versetzt, glatt in Lésung, um gleich darauf 
ein in derben Nadeln krystallisierendes Produkt abzuscheiden. 
Ks fiihlt sich fettig an, reagiert stark sauer und gibt negative 
Ninbydrin- und Carbonylreaktion. Im Capillarrohr erhitzt, 
schmilzt es bei 203°. Bei der Analyse zeigte sich, daB es 
iiberraschenderweise absolut halogenfrei war. Es _ entfirbt 
sowohl Permanganat- als auch Bromlésung. 

Analyse: 3,075 mg Substanz lieferten 1,899 mg H,O und 5,964mg CQ,. 

5,927 mg Substanz lieferten 0,446 cem N (22°, 750 mm). 

C,H,,NO, (Mol.-Gew. 157,14) 

Ber. 53,48°/, C 7,06°/, H $,92°/, N 
Gef. 52,91 ,, ,, ae OR. tes 

Dasselbe Produkt wurde auch erhalten, als der bei der 
Chlorierung erhaltene feste Kérper mit Wasser versetzt wurde. 

Wihlt man statt Acetylchlorid Ather oder Tetrachlorkohlen- 
stoff, so entsteht stets das gleiche Produkt. 


Chlorierung von Chloracetyl-l-leucin. 


6,0g Chloracetyl-l-leucin wurden in Acetylchlorid suspen- 
diert und mit der gleichen Menge aus Tetrachlorkohlenstoff 
umkrystallisiertem Phosphorpentachlorid versetzt. Das sehr 
gut gekiihlte Gemisch wurde 1—2 Stunden bis zur Lésung ge- 
schiittelt, das Acetylchlorid im ReaktionsgefaiB abgesaugt und 
das resultierende feste Produkt mit trocknem Petrolither bis 
zum Verschwinden der Phosphorsiurereaktion gewaschen. Der 





di so 
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Riickstand wurde in trocknem Chloroform aufgenommen und 
mit der berechneten Menge 1-Leucinester in absolutem Ather 
versetzt. Die Lésung wurde, gut verschlossen, 2 Tage im Eis- 
schrank stehengelassen. Die ganze Lisung war durch Ab- 
scheidung von biischelférmig angeordneten feinen Nadeln gallert- 
artig erstarrt. Die Krystalle wurden abgesaugt, erst mit Ather 
und dann mit kaltem Wasser bis zum Verschwinden der Chlor- 
reaktion gewaschen. In Alkohol ist das Produkt auf8erordent- 
lich gut léslich. Zur Reinigung wurde es in sehr wenig Me- 
thylalkohol gelést und mit Wasser gefallt. Es reagiert sauer 
und schmeckt bitter und sauer. Beim Erhitzen im Capillar- 
rohr schmilzt es bei 150°. Es enthilt kein Chlor. 

Ks ist noch optisch aktiv. 0,1788 g Substanz in 5 ccm 
Methylalkohol gelést, drehten im 5 cem-Rohr 0,40° nach links, 
woraus sich eine spez. Drehung von — 22,4° ergibt. 

Analyse: 
0,0390 g Substanz verbrauchten 2,24 ecm n/10-Siiure (Kjeldahl). 
C,H,,NO, (Mol.-Gew. 171,16) Ber. 818°/, N_— Gef. 8,19°/,. 


Die Substanz entfarbt, wie die aus Chloracetyl-, bzw. 
Bromisocapronyl-valin erhaltene, Permanganat- und Bromlésung. 

Mehrere Versuche, den Kérper nochmals darzustellen, so- 
wohl mit Esterzusatz, als auch unter Umgehung desselben, 
fiihrten nicht mehr zu dem gewiinschten Produkt. Stérend 
war dabei vor allem die leichte Zersetzlichkeit des bei der 
Chlorierung entstehenden Koérpers. An den oberen Wandungen 
des GefaBes verspritzte Teilchen, die nicht so gut gekihlt 
wurden, fiirbten sich innerhalb kurzer Zeit rot. — Auch lingeres 
Schiitteln von Chloracetyl-l-leucin mit Acetylchlorid bei Zimmer- 
temperatur gab ein stark verfirbtes Produkt, aus dem — wie 
bei den anderen Versuchen auch — wohl Krystalle erhalten 
wurden, die aber von den anhaftenden Verunreinigungen nicht 
befreit werden konnten. 


Aufspaltung des Korpers von der Zusammeusetzung ©,H, ,NO.. 


0,5 g des oben erhaltenen Kérpers wurden mit 5 ccm 
25°/,iger Schwefelsiure 5 Stunden am Riicktiubkithler gekocht. 
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Es wurde dann mit wenig iiberschiissigem Baryt versetzt und 
zur Entfernung des bei der Hydrolyse gebildeten Ammoniaks 
Luft durchgeleitet. Nach Ausfillung des iiberschiissigen Baryts 
wurde die Fliissigkeit eingeengt und mit Kupferoxyd gekocht. 
Das blaue Filtrat wurde im Exsiccator eintrocknen gelassen. 
Der wenig einheitlich aussehende Riickstand wurde gepulvert 
und in Wasser suspendiert. Dabei ging ein Teil dann (Kupfer- 
acetat) leicht in Lésung, waihrend der andere Teil abfiltriert 
und noch einige Male mit wenig Wasser gewaschen wurde. 
Das im Vakuum iiber P,O, getrocknete hellblaue Kupfersalz 
ergab folgende Analysenwerte: 

4,092 mg Substanz lieferten 1,822mg H,O, 6,985 mg CO, und 
1,110 mg CuO als Riickstand. 


(CHa. \ 
CH-CO-COO},Cu (C,,H,,0,Cu; Mol. Gew. 293,73) 
\CH, 7 | 

Ber. 40,87°/, C 4,80°/, H 21,64°/, Cu 


Gef. 40,23 __,, 4,98 ,, ae 6, 

Zum Nachweis der Acetylgruppe wurde im Kjeldahlkolben 
mit NaOH gekocht, wobei der gesamte Stickstoff quantitativ 
als NH, abgespalten wurde, dann mit HCl gegen Lackmus 
neutralisiert und mit Eisenchlorid versetzt. Es trat die er- 
wartete Rotfirbung ein. 

Eine dritte Portion wurde wieder mit 25°/,iger Schwefel- 
siure hydrolysiert, ausgeithert und der Riickstand nach dem 
Verdampfen des Athers im Vakuum destilliert. Nach Ent- 
fernung der gréBtenteils aus Essigsiure bestehenden 1. Fraktion 
ging bei 85° Badtemperatur eine farblose Fliissigkeit iiber, 
die in der eisgekiihlten Vorlage in durchsichtigen Krystallen 
erstarrte, die gegen 24° schmolzen. — Nun wurde in Wasser 
geliést und mit Essigsiure versetzt. Zu dieser Lésung wurde 
eine Liésung von Phenylhydrazin in Essigsiure hinzugefiigt. 
Kis schied sich ein gelber Niederschlag ab, der sich bei Wasser- 
badtemperatur léste und beim Erkalten in sehr langen Nadeln 
wieder auskrystallisierte. Er wurde abgenutscht und erst mit 
Kssigsiure und dann mit Wasser gewaschen. In Alkohol und 
Ather ist die Verbindung leicht léslich. Beim Erhitzen im 
Capillarrohr schmilzt sie bei 143° unter Zersetzung. 
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Analyse: 
5,253 mg Substanz lieferten 0,612 ecm N (24°, 755 mm). 
CH, | : 
PoH-C- COOH ; C,,H,,N,0, (Mol.-Gew. 206,19) 
CH, 
N-NH-C,H, 
Ber. 13,59°/, N Gef. 18,30/, N. 

Kin bei der Chlorierung von e«-Bromisocaprony|- 
d-valin entstandenes analoges Produkt gab nach der Hydrolyse 
ebenfalls ein Phenylhydrazon. Der Schmelzpunkt lag bei 
142—143°. Kin Mischschmelzpunkt mit dem oben erhaltenen 
Phenylhydrazon ergab keinerlei Depression. Auch die N-Be- 
stimmung 

2,435 mg Substanz lieferten 0,284 cem N (21, 750 mim). 

Gef. 13,36°/, N 


ergab den gleichen Wert wie oben. Doch krystallisierte das 
Produkt in kurzen derben Nadeln und hatte — ebenfalls im 


(zegensatz zum oben erhaltenen Produkt —- eine mehr schwefel- 
gelbe Farbe. 








Ww. 


Uber den Chemismus 
der Porphyrinbildung und die Konstitution des Hamins. 


(Kine Entgegnung zu Bemerkungen von H. Fischer.) 
Von 
William Kiister. 


(12. Mitteilung iiber Porphyrine aus dem Laboratorium fiir organ. und pharmaz. 
Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1926.) 


Weitere Untersuchungen der durch Anlagerung von Halogen 
an Himinester erhaltenen Stoffe haben zu Resultaten gefiihrt, 
die in bester Ubereinstimmung mit den Vorstellungen stehen, 
welche ich in einer Arbeit mit W. Heess') entwickelt habe. 
Sie betreffen: 1. das aus dem Dibromhimatoporphyrindimethyl- 
iither in einer Ausbeute von fast zwei Molekeln auf die ein- 
gesetzte eine Molekel des genannten Athers erhaltene Imid, 
dessen empirische Formel C,H,,O,NBr, in welcher ein Meth- 
oxyl enthalten ist, kaum eine andere als die aufgestellte Kon- 
stitution zulaBt: 

r : 

a oe 
CO—C—CH(OCH,)—CH,Br 

und 2. die Einwirkung von Bromwasserstofi—Eisessig auf den 
Dichlorhimatoporphyrindimethylither, deren Verlautf priifen zu 
lassen ich Veranlassung hatte, weil er die Richtigkeit ineiner 
Vorstellungen von der Natur der ungesiittigten Seitenketten 
im Hiimin, vom Chemismus bei der Halogenaddition und bei 
der Sprengung der angenommenen Bindung zwischen den Seiten- 
ketten unter Porphyrinbildung zu erweisen geeignet war oder 
zu einer anderen Auffassung des Geschehens fiihren muBte.’) 


') Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 153, S. 126 (1926). 
18* 
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1. Zur Gewinnung des Dibromhamatoporphyrindimethy|- 
ithers sei bemerkt, daB das rohe Eisessighimin in Portionen 
von 5g in einer Mischung von 15 ccm Pyridin und 80 ccm 
Chloroform durch 5 Minuten wiahrendes Schiitteln gelést wurde, 
worauf die Lésung rasch filtriert und in 250 ccm siedenden 
absoluten Methylalkohol eingetragen wurde, dem 35 ccm 38°/, ige 
Salzsiure zugesetzt worden waren.') Das hierbei ausfallende 
Dimethylhimin enthielt immer eine geringe Menge unverestert 
gebliebenes Himin, das zum Unterschied gegen das eingesetzte 
in Natriumbicarbonat léslich war, also eine andere Modifikation 
vorstellte. Zur Gewinnung des Dimethyl(brom)himins wurden 
je 5 g des rohen Dimethyl(chlor)himins in 150 ccm Chloroform 
gelést, die Lésung von der etwa '/, g betragenden Menge un- 
veresterten Himins abgesaugt und in 250 ccm siedenden Methy!- 
alkohol, die 14 ccm 66°/,ige Bromwasserstofisiure enthielten, 
eingegossen, worauf das Gemisch noch 8 Minuten im Sieden 
erhalten wurde. Die Ausbeuten betrugen hierbei etwa 80”/,.* 
Zu der Herstellung des Dibromdimethyl(brom)himins und zu 
der des Dibromhimatoporphyrindimethylithers, die frither be- 
reits beschrieben wurde, ist eine Ergiinzung nicht notwendig 
geworden. Die Oxydation des letzteren wurde wieder in 
schwefelsaurer Lisung vorgenommen und dabei festgestellt, dab 
bei Verwendung einer hoéher als 50°/,igen Konzentration das 
Rohimid 6lig wurde, was wohl auf bereits eingetretene teilweise 
Verseifung zuriickgefiihrt werden mu’. Es wurde daher die 
durch Aufstreuen von 5 g des feingepulverten Farbstoffs auf 
250 ccm etwa 30 gewichtsprozentiger Schwefelsiiure und kraftiges 
Schiitteln erhaltene Lisung mit einer solchen von 8 g Chrom- 
trioxyd in 40 ccm Wasser versetzt, wobei das Chromat des 





') Die Abiinderung in den Mengenverhiltnissen erwies sich «ls 
notig, nachdem das Pyridin-Kahlbaum nicht mehr erhiltlich war. Mit 
8 cem gereinigten Pyridins gehen 5 g Eisessighimin erst bei langem 
Schiitteln in Lésung. Diese lang dauernde Behandlung mit Pyridin 
hatte aber zur Folge, daB eine in Methylalkohol betriichtlich lésliche 
Modifikation des Dimethylhimins entstand. 

*) Es ist hierbei von Wichtigkeit, weite Bechergliser zu verwenden, 
damit das Chloroform rasch verdampfen kann. 
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Porphyrins teilweise ausfillt. Beim Erwirmen auf 60° geht 
es wieder in Lésung und zugleich setzt die Oxydation ein, die 
in kurzer Zeit vollendet ist. Die weitere Aufarbeitung erfolgte 
in schon beschriebener Weise. Die Ausbeuten an Rohimid 
beliefen sich hierbei auf durchschnittlich 2 g und waren besser 
als bei den bei niedriger Temperatur, aber in héher konzen- 
trierter Schwefelsiure und in langerer Zeit sich vollziehenden 
Oxydationen, dagegen wurde jetzt weniger Himatinsiure er- 
halten, als bei den schon beschriebenen Versuchen. Die Ver- 
seifung des Brommethoxyithylmethylmaleinimids durch Laugen 
hat unter den verschiedensten Bedingungen zu keinem einheit- 
lichen Stoff gefiihrt. Es wurde daher 1 g des rohen Imids 
mit 10 ccm 66°/,iger Bromwasserstoffsiure im Bombenrohr 
6 Stunden im Wasserbadofen erhitzt, die braungelbe Lésung 
mit Wasser verdiinnt und die Lésung ausgeithert, worauf die 
iitherische Lésung mit 5°/,iger Natriumphosphatlisung aus- 
geschiittelt wurde. Der nach dem Ansiuern in Ather auf- 
genommene Stoff hinterblieb nach dem Abdestillieren des Athers 
krystallin, aber mit einem gelben Ol verunreinigt, von welch 
letzterem aber die Krystalle befreit werden konnten, nachdem 
durch kalten Methylalkohol gelést worden war. Beim lang- 
samen Abdunsten der zuvor mit der medizinischen Kohle von 
Merck schnell entfairbten methylalkoholischen Lésung hinter- 
blheben priachtige hexagonale Tafelchen, die keinen Schmelz- 
punkt zeigten, sondern sich beim Erhitzen iiber 200° allmih- 
lich zersetzten. Die Substanz enthielt keinen Stickstoff, kein 
Brom und kein Methoxyl mehr. Die methylalkoholische Liésung 
reagierte sauer. 

3,97 mg Substanz (im Vakuum) gaben 8,0 mg CO, und 1,4 mg H,O. 

18,3 mg Substanz verbrauchten kalt titriert 0,95 ecm 1/,, n- KOH 
(Phenolphthalein als Indicator). Nach Zusatz weiterer 10 eem '/,, n-KOH 
und Erhitzen geniigten 9,15 cem.'/,, n-Salzsiiure zur Riicktitration. Die 
Elementaranalyse weist auf die Formel: 

C,H,O, (Mol.-Gew. 154,08) Ber. 54,54°/, C $,93°/, H 

Gef. 54,97 3,94 

Die Titration zeigt, daB ein Dilacton vorliegt, das in der 
kalten Lésung bereits ein Molekiil Wasser, in der heiBen da- 
gegen zwei Molekiile Wasser eingelagert hat. 
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Ber. fiir C,H,O, einbasisch: 1,19 cem, zweibasisch: 2,38 eem */,) n-KOH 
Gef. 0,95 1,8 

Demnach kommt fiir den Stoff die Konstitution eines Di- 
lactons der 1,2-Dioxyithylmethylfumarsiiure in Betracht, die 
sich durch Umwandlung des primir aus dem Imid entstandenen 
Maleinsiurederivats gebildet hat (I). Weniger wahrscheinlich 
erscheint das Vorliegen des Dilactons der fumaroiden Form 
einer Dioxyithylmethylitaconsiiure (IJ). Jedenfalls steht das 
Resultat in bester Ubereinstimmung mit der fir das Imid 
C,H,,ONBr angenommenen Konstitution: 


H 
H,C—C—CO W0—C—CO 
——_— i >0 
BrCH, —CH—U—GO oc—C=G 
| 


| | 
OCH, o——(H, 


IT 
H,C—C—CoO 
SO 
> OC—C—CH 
| | 
G--—, 


I 


und damit hat der RiickschluB auf sein Entstehen bzw. auf 
die Art der Verkettung der Seitenketten im Hiimin oder seinen 
Kstern, die hier ja verwendet wurden, an Sicherheit gewonnen. 
Das konnte auch gar nicht anders sein und so ist denn auch 
die von mir als Priifstein fiir die Stichhaltigkeit unserer Formu- 
lierung aufgestellte Forderung, wonach sich unter der Kinwir- 
kung von Bromwasserstoff—Kisessig auf ein Dichlordimethyl- 
(chlor) himin ein Chlor—-Bromhiimatoporphyrindimethylither bil- 
den mub, durch das Experiment bestatigt worden. 

2. Versuche yon Herrn Dipl.-Ing. R. Schlayer. Zur Ver- 
wendung gelangte ein aus Dimethylchlorhimin durch Anlage- 
rung von Chior erhaltenes Priparat, das den erwarteten Chlor- 
cehalt aufwies. 


58,29 mg Substanz (im Vakuum) gaben 32,9 mg AgCl. 
6,06 mg pe , - ‘s 4,12 mg AgJ (Zeisel). 
CrgH,,0,N,FeCl, (Mol.-Gew. 748,52) Ber. 14,21°/, Chlor  4,07°/, CH, 
Gef. 13,96 4,35 
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5 g Dichlordimethyl(chlor)hiimin wurden dann mit 100 ccm 
Kisessig—Bromwasserstoff 2 Tage geschiittelt und die restlos 
jiltrierte Lésung im Vakuum zur Trockne gebracht. Die weitere 
Aufarbeitung erfolgte wie friiher beschrieben worden ist. Die 
Ausbeute an in Prismen krystallisierenden Porphyrin betrug 
35°/,. Seine Salzsiurezahl wurde = 6,8 bestimmt. 

0,1017 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,2180 g CO, und 
0,0499 g HO. 

8,72 mg Substanz (im Vakuum) gaben 0,6 eem N bei 740 mm B 
und 22°C, 

56,35 mg Substanz (im Vakuum) gaben 24,18 mg AgCl und AgBr = 
24,07 mg AgCl. 

16,57 mg Substanz (im Vakuum) gaben 9,64 mg Agu. 

C,,H,,O,N,CIBr (Mol.-Gew. 739,92) 
Ber. 58,41°/, © 5,45) H 4,79°/, Cl 10,80°/, Br 7,579), N  4,05°/, CH, 
Gref. 58,46 5,49 4,85 9,93 7,71 3,72 

Danach liegt zweifellos der Dimethylather eines Chlor— 
Bromhimatoporphyrins vor, welchen Befund ich als vollgiiltigen 
Beweis fiir die Stichhaltigkeit unserer Vorstellung ansehe, wo- 
nach im verwendeten Himinester die ungesittigten Seitenketten 
an benachbarten Pyrrolkernen haften und, in der Form 


- 
hig. se 
—CH=CH 


reagierend, die zwei Atome Chlor in 1—4-Stellung addieren zu 
—C——CH, (1 





—CH-CH 
Cl 
Durch Bromwasserstoff—Eisessig bildet sich dann: 
—CHBr—CH,Cl 
—CHCI—CH,Br 
und durch Kinwirkung von Methylalkohol: 
—CH(OCH,)—CH,CI 
—CH(OCH,)—CH,Br. 

3. Es ist nun bemerkenswert, daB auch das Pentachlor- 
dimethyl (chlor)hiimin den gleichen Chlor—Bromhiimatoporphyrin- 
dimethylather gab, wie Herr Dr. W. Zimmermann in Fort- 
fiihrung seiner Untersuchungen ermittelte. Danach muB das 
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Pentachlorderivat einen Stoff von der gegebenen Konstitution !) 
enthalten und die Kinwirkung von Bromwasserstoff—Kisessig 
verliuft nur zum kleinen Teil so wie die von Chlorwasserstof{— 
Kisessig, denn auch hier wurde ein griin gefirbter Stoff, aber 
nur als Nebenprodukt erhalten. 

Der Bromwasserstoff bewirkt also nicht nur eine glatte 
Herausnahme der beiden an die Methine angelagerten Chlor- 
atome, sondern auch eine Reduktion am durch Substitution 
gechlorten dritten Methin neben der Aufspaltung der Bindung 
zwischen den Seitenketten. 

Zur Verwendung gelangte wieder Kisessig—Himin, das in 
Portionen zu 4 g in einem Gemisch von 8,5 ccm trockenem 
Pyridin und 80 ccm Chloroform durch Schiitteln gelést wurde, 
worauf die rasch filtrierte Lésung in 250 ccm kochenden ab- 
soluten Methylalkohol, der mit 25 ccm 38°/,iger Salzsiure 
versetzt war, eingetragen wurde. Nach 12stiindigem Stehen 
konnte das Dimethylhaimin abgesaugt und mit Methylalkohol 
ausgewaschen werden. Die Ausbeute betrug 3,4 g aus 4 g 
eingesetzten Hamins. Das Dimethyl(chlor)himin léste sich 
nicht in kalter oder in heiBer 5°/,iger Sodalésung, gab aber 
durch Behandlung mit dieser Lésung bei Zimmertemperatur 
16,9°/, des in ihm vorhandenen Chlors ab, bei einer zweiten 
Kinwirkung noch 10,3°/,. 

0,1131 g Substanz wurden mit 50 ccm 5°/,iger Sodalésung 
24 Stunden lang unter haufigem Umschiitteln digeriert, wobei 
kein Farbstoff in Lésung ging. Nach dem Abfiltrieren wurde 
mit Salpetersiiure angesiuert und mit Silbernitrat gefallt. Er- 
halten wurden: 4,082 mg AgCl = 0,89°/, Chlor. Bei einer 
zweiten Behandlung gaben 0,0816 g Substanz: 1,81 mg AgCl = 
0,55°/, Chlor. Insgesamt wurden also 1,44°/, Chlor abgespalten, 
das sind aber, da Dimethylchlorhimin 5,23°/, Chlor enthialt, 
27,2°/, desselben. 

Zur Herstellung des Pentachlordimethyl(chlor‘himins wur- 
den 4 g Dimethyl(chlor)himin in 100 ccm Chloroform gelést 
und die filtrierte Lésung mit 30 ccm Chloroform, die 2,2 g 





1) Diese Zs. Bd. 153, 8S. 128 (1926). 
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Chlor enthielten, versetzt. Hierauf wurde 2 Stunden geschiittelt 
und dann das Lésungsmittel bei Zimmertemperatur zur Hilfte 
verdampft. Die eingeengte Lésung wurde dann in 300 ccm 
nieder siedenden Petrolither eingegossen, der entstandene 
Niederschlag abgesaugt und mit Petrolather gewaschen. Nach 
der Chlorbestimmung lag das Pentachlordimethy](chlor)hamin 
wieder vor, auch gaben die Lésungen dieses Stoffes kein 
Spektrum. 
23,396 mg Substanz (im Vakuum) gaben 23,876 mg AgCl. 
C,,H,,9,N,FeCl, Ber. 24,91°/, Chlor Gef. 25,24), Chlor. 

5 g¢ dieses Pentachlorhiminderivats wurden nun mit 75 ccm 
Kisessig—Bromwasserstoff (1,41) 2 Tage auf der Maschine ge- 
schiittelt, wobei alles Hiimin in Lésung ging. Nach Abdestil- 
lation der Lésungsmittel im Vakuum bei 50—70° wurde der 
blauschwarze Riickstand mit 80 ccm absolutem Methylalkohol 
iibergossen und 4 Stunden lang auf dem Wasserbad bei 45° 
digeriert. Ungelést blieben etwa 0,8 g. 

Die mit 200 com Ather vermischte methylalkoholische 
Lésung wurde dann so lange mit Wasser gewaschen, bis im 
Waschwasser Eisen nicht mehr nachweisbar war, darauf mit 
je 100 ccm 12°/,iger Bromwasserstofisiure wiederholt aus- 
geschiittelt, bis sich die Siure nicht mehr anfarbte, wozu im 
ganzen etwa 400 ccm noétig waren. MHierbei fiel aus der 
iitherischen Lésung ein griin gefirbtes Nebenprodukt im Ge- 
wicht von 1g aus. Ein weiteres Nebenprodukt — etwa 1,2g¢ — 
verblieb im Ather.}) 

Der das Porphyrin enthaltende dunkelrote, bromwasser- 
stoffsaure Auszug blieb zur Verseifung der Estermethyle 5 Tage 
lang stehen, dann wurde mit Natronlauge fast neutralisiert, 
der Farbstoff durch Natriumacetat gefallt, abgesaugt, mit essig- 
siurehaltigem Wasser ausgewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet. Durch Atherextraktion konnte er in Form langer 
Prismen erhalten werden. Die Ausbeute an diesen Krystallen 
betrug 1,4 g. Da die Analyse dieses Stoffes einen etwas zu 


') Bei beiden handelt es sich noch um Gemische, in beiden ist 
aber sowohl Chlor wie Brom enthalten. 
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hohen Chlorgehalt ergab, wurde er noch einmal in viel Ather 
gelést und der etwa 0,025°/,igen Liésung durch 4°/,ige Salz- 
siure mittels mehrmaliger Ausschiittelung der gréBte Teil des 
Farbstofis entzogen. Die Voraussetzung, daB hierbei die 
schwiicher basische, weil chlorreichere Beimengung im Ather 
bleiben wiirde, traf zu, denn das aus der salzsauren Lésung 
regenerierte Porphyrin wies nun den berechneten Gesamt- 
halogengehalt auf. Allerdings stimmt die Analyse insofern 
nicht genau, als es nicht gelang, beim Uberleiten von Chlor 
iiber das nach Carius erhaltene Gesamthalogensilber die be- 
rechnete Gewichtsabnahme zu erreichen, so daB die Werte fiir 
Chlor um etwa iAquivalente Mengen zu hoch erscheinen, als 
fiir Brom zu niedrig. 

Das gereinigte Porphyrin lést sich leicht in Chloroform, 
schwer in Ather, Methylalkohol und in Benzol, es ist sowohl 
in Soda wie in sekundirem Natriumphosphat ldéslich. Die 
Salzsiurezahl wurde auch hier zu 6,8 bestimmt, sie liegt 
zwischen den Salzsaéurezahlen fiir das Dichlor- und fiir das 
Dibromprodukt (7,6 bzw. 5,7). Das Spektrum der atherischen 
Lésung weist 4 Streifen auf: 

I. 494—507 Il. 525—538 III. 565-578 IV. 607—620 
das der salzsauren Lésung 2 Streifen: 

I. 549—581 IT. 589—594 

54,796 mg Substanz (im Vakuum) gaben 24,897 mg Gesamthalogen- 
silber = 22,111 mg AgCl. 

Das zuniichst vorliegende, etwas chlorreichere Praparat 
gab auch schon richtige Werte fiir Stickstoff und Methyl. 


8,222 mg Substanz (im Vakuum) gaben 0,584 ecm N bei 24° und 
738 mm B. 
4,294 mg Substanz (im Vakuum) gaben 2,710 mg AgJ. 


C,,H,.0,N,CIBr Ber. 4,79°/, Cl 10,80°/, Br 7,579/, N 4,06°/, CH, 
Gef. 5,90 9,1 7,92 4,03 

Unsere Beobachtungen stehen also im _ vollkommenen 

Widerspruch zu der von H. Fischer’) im AnschluB an die 

Gewinnung von Mesoporphyrin aus Bilirubinsiure gefiuBerten 


1) Diese Zs. Bd. 161, S. 6 (1926). 
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Behauptung, daB im Haimin die ungesittigten Seitenketten nicht 
miteinander in Verbindung stehen und demnach der von mir 
vertretenen Auffassung, wonach sie an benachbarten Pyrrol- 
kernen stehend im Bilde wiederzugeben sind, der Boden ent- 
zogen sei. Da H. Fischer es nicht versucht hat, eine Ver- 
standigung mit mir herbeizufiihren, sondern durch den dikta- 
torischen Wortlaut einer Veréffentlichung unsere bisherigen 
Resultate zu diskreditieren trachtet, sehe ich mich leider ge- 
nétigt, durch eine kritische Betrachtung der Sachlage die Auf- 
klirung des Widerspruchs herbeizufiihren und damit die Ge- 
fahr des abermaligen Auftretens einer falschen Strémung 
in der Entwicklung der Haminchemie von Miinchen her zu 
bannen. 

Die Behauptung von H. Fischer war ja von vornherein 
gewagt, nachdem sich herausgestellt hat, daB der von R. Will- 
stitter gegen meine Deutung des Chemismus der Bildung 
des Himatoporphyrins aus dem Himin erhobene Einspruch 
und das im Zusammenhang mit seiner anderen Auffassung 
aufgestellte Bild fiir das Hiamin, der sich H. Fischer erst 
ganz, dann noch hialftig angeschlossen hatte, durch die von 
O.Schumm und A. Papendieck erfolgte Darstellung der 
eisenfreien Muttersubstanz des Himins als hinfallig erwiesen 
hatte, ein Vorgang, der nach der Willstitter-Fischerschen 
Formulierung als nicht méglich erschien und den dann 
H. Fischer selbst in Bestitigung der Resultate der Ham- 
burger Forscher als sehr wohl durchfiihrbar erwiesen hat, 
allerdings ohne einzugestehen, daB er einen Gedanken von mir, 
dessen Richtigkeit experimentell zu beweisen mir noch nicht 
gelungen war, verifiziert hatte, vielmehr das Verdienst allein 
fiir sich in Anspruch nehmend!), Klarheit in die obwaltenden 
Verhialtnisse gebracht zu haben, was ihm doch in bezug auf 
die experimentelle Durchfiihrung bei objektiver Wiirdigung 
teilweise, in bezug auf die dem Experiment zugrunde liegende 
Vorstellung tiberhaupt nicht gebiihrt. Einer Anerkennung der 
durch andere erbrachten Fortschritte auf dem Gebiete der 


') Diese Zs. Bd. 154, S. 39 (1926). 
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Porphyrine Raum zu geben, ist aber H. Fischer allem An- 
schein nach nicht fahig, er sieht nur die eigenen, unleugbar 
hohen Verdienste und iibersieht dabei wie sich Verdienst und 
Gliick verketten, 

Mu8 man doch bei seinen schénen Porphyrinsynthesen 
ebensosehr das experimentelle Geschick bewundern, welches 
das Herausarbeiten der gesuchten Stoffe erméglichte, wie das 
Glick, das ihr vornehmliches Entstehen oder das Entstehen 
iiberhaupt begleitete, da manche der angewandten Methoden 
von vornherein recht wenig geeigtet erschienen, zu den ge- 
suchten Stoffen zu gelangen. Denn diese Methoden tragen 
den Charakter eines brutalen Eingriffs in sich. So ist auch 
die Gewinnung des Mesoporphyrins aus der Bilirubinsaiure an 
eine Erhitzung desselben im Rohr auf 145° mit Hisessig— 
Bromwasserstoff gekniipft. Die Vorgiinge, die sich hierbei ab- 
spielen mégen, sind vollig uniibersichtlich, die Deutung der- 
selben muB daher eine durchaus willkirliche sein. Das geht 
schlagend aus der 'atsache hervor, wonach die Ausbeute an 
Porphyrin bei der Verwendung von Bilirubinsiure bei weitem 
geringer ist als die bei Kinsatz von Mesobilirubinogen erreichte, 
daB aber im letzteren Fall ein fehlendes ©-Atom durch par- 
tiellen Zerfall des Molekiils zur Verfiigung stehend an- 
genommen werden mub. Wie weit muf nun erst der Zerfall 
der schlechtere Ausbeute liefernden Bilirubinsiure gehen! Un- 
iibersichtlich bleibt auch das Entstehen von Porphyrinen aus 
bromierten Pyrrolderivaten unter dem EinfluB von konzen- 
trierter Schwefelsiiure. Ubersichtlich allein ist das Entstehen 
von Porphyrinen aus /,/’-substituierten Pyrrolen unter dem 
EinfluB von Ameisensiiure und es bleibt das unbestreitbare 
Verdienst H. Fischers, Methoden zur Darstellung solcher 
Pyrrolderivate aufgefunden zu haben. Bestreiten muB ich 
aber die bei wiederholten Gelegenheiten von ihm aufgestellte 
Behauptung, daB er erst den Nachweis erbracht hitte, wonach 
im Hamin die verbindenden Methine simtlich in e-Stellungen 
eingreifen. Wahr ist, daB er experimentelle Belege hierfiir 
erbracht hat, ebenso wahr ist aber, daB dieselben gar nicht 
mehr nodtig waren, denn es war durch meine Methode der 
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Aboxydation, die zu #, f’-substituierten Imiden fihrt, schon 
der volle Beweis erbracht worden, daB im Himin siamtliche 
8-Stellungen der Pyrrolkerne durch Alkyle bzw. Propionsaure- 
reste besetzt sind; also konnten die verbindenden Methine nur 
in der «-Stellung vorhanden sein. Ks gibt eben auch Deduk- 
tionen, welche zwingende Beweiskraft haben, sie brauchen 
nicht erst durch das Experiment bestitigt zu werden. Ks ist 
nun bezeichnend, da die Synthese von Porphyrinen aus , /’- 
substituierten Pyrrolen mittels Ameisensiure H. Fischer ver- 
anlaBt, auch die von mir von vornherein vorgeschlagene Ver- 
kettungsart der 4 Methine mit den 4 Pyrrolkernen eingehend 
in Betracht zu ziehen, wihrend er in friiheren Publikationen 
mit dem Bilde von R. Willstiitter rechnete, dessen Unhalt- 


barkeit — von mir einstens durch wenige Uberlegungen dar- 
getan — von H. Fischer dann experimentell bewiesen wurde, 


oder vorzugsweise das von ihm selbst aufgestelite Bild heran- 
zog. Der einzige Unterschied nun, der zwischen dieser und 
meiner Formulierung besteht, nachdem H. Fischer es auf- 
geben muBte, die ungesittigten Seitenketten ganz oder halb 
nach Willstitter einzuzeichnen, besteht darin, daB H. Fischer 
die Pyrrolkerne I und II, sowie III und IV mit je einem 
Methin verbindet und eine Bindung dieser Methine postuliert, 
waihrend in meinem Bild die Pyrrolkerne [ und IV und II 
und I{f durch ein Methin verbunden erscheinen. Den beiden 
anderen Methinen kommt in beiden Bildern die gleiche Stellung 
zu, wie dies die Skizze veranschaulichen mag: 


H 
CH = 
[py | PyIl sc la 
y y ae oF 
‘ 2 - 
CH HC I 
, i = O% 
IV Py Py Il IV Py ~ Py lll 
cH \cH 
| I 


Ich halte meine Formulierung fiir zutreffender, weil es 
noch nicht gelungen ist, eine Spaltung des Himins in zwei 
zweikernige Pyrrolderivate herbeizufiihren, welche Méglichkeit 
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sich aus dem Bilde H. Fischers sofort ablesen laBt. Diese 
Moglichkeit besteht beim Bilirubin, sie besteht auch bei einem 
ihnlich gebauten System, dem die verbindenden Methine 1 und 
4 fehlen, wie H. Fischer gezeigt hat. Es ist aber klar, 
daB bei der Ahnlichkeit beider Bilder ein Ubergang eines 
Stoffes, dem das Bild If zukommen wiirde, in einen von der 
Bauart I méglich sein kann. Methin 2 muB sich dazu vom 
Pyrrolkern 2, Methin 3 vom Pyrrolkern 4 trennen, um dann 
mit den Kernen 4 bzw. 2 in Verbindung zu treten. H. Fischer 
wird zugeben miissen, da8 solche Umlagerungen beim Erhitzen 
der Bilirubinséure im Rohr auf 145° mit Kisessig—Bromwasser- 
stoff eintreten kénnen. Muf& er doch annehmen, daB hierbeieine Ab- 
spaltung von Bromwasserstoff neben einer solchen von Wasserstoft 
eintritt, um das Entstehen von Mesoporphyrin erklirlich zu machen: 


CH, CH 
er ae ceo Soe —_ 
\NH HN( > | 1 \NE Nn m | 
, 4 i bach _ G- 
Br H,C ™ G 


(die zweite gleichartige Halfte ist weggelassen). 

Warum sollte sich nicht unter den gegebenen Bedingungen 
nun eine Anlagerung von Bromwasserstoff an Methin 2 und 
Pyrrolkern 2, an Methin 3 und Pyrrolkern 3 einstellen kénnen 
und die Wiederabspaltung in anderer Richtung erfolgen, so 
daB aus dem Fischerschen Bilde das von mir aufgestellte 
hervorgeht. Ein Mesoporphyrin nach der Fischerschen Formu- 
lierung kann sich aber sehr wohl auch dann bilden, wenn die 
zur Synthese nétigen zwei Bilirubinsiuremolekiile sich so mit- 
einander verketten, daB die Athyle derselben in Nachbarschaft 
stehen, denn die Stellung des Methyls und Athyls am Pyrrol- 
kern 1, wie sie H. Fischer formuliert, erscheint mir denn 
doch noch nicht ganz sichergestellt zu sein, zumal ja im 
Mesobilirubinogen die umgekehrte Stellung in der zweiten 
Halfte des Molekiils angenommen wird. Dabei ist nicht in 
Betracht gezogen worden, daB auch eine Aufsprengung an den 
Methinen 1 und 4 tibiae kénnte, was eine andere Gestaltung 
in der Lage der Pyrrolkerne bzw. in der gegenseitigen Stel- 
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lung ihrer //’-Substituenten zur Folge haben miiBte. Endlich 
hat H. Fischer ganz unterlassen, den beachtenswertesten seiner 
Gedanken iiber die Konstitution der Porphyrine auf das Ent- 
stehen eines Mesoporphyrins mit benachbarten Athylen anzu- 
wenden, auf die Méglichkeit einer riumlichen Formulierung.') 
Ubertragen wir nimlich diese Vorstellung auf 2 Molekiile Bili- 
rubinsiiure von der Form, wie sie H. Fischer ihr gegeben hat, 
so ist ohne weiteres einzusehen, daB die beiden Athyle samt 
den sie tragenden Pyrrolkernen riumlich benachbart sein miissen. 

So ist die eingangs erwihnte Behauptung H. Fischers 
nicht nur gewagt, sie ist ungerechtfertigt, und es ist mir un- 
verstindlich, wie H. Fischer, noch dazu auf Grund einer vollig 
undurchsichtigen Synthese, sich veranlaBt sehen konnte, die 
Beweiskraft unserer Resultate und Darlegungen, die auf einem 
fast quantitativ verlaufenden, véllig und leicht erklirbaren Ab- 
bau beruhen, in Abrede zu stellen sich erlauben konnte. Ver- 
scharfend fillt dabei ins Gewicht, daB H. Fischer meine Vor- 
stellung iiber die Bindungsart der Seitenketten im Hiimin erst 
in dem Moment zum erstenmal anfiihrt, wo er glaubte, ihr 
den Boden entzogen zu haben. Solches Beginnen muB ich 
als kritiklose Uberschiitzung seiner Resultate kennzeichnen und 
im Verein mit anderen Ausspriichen empfinde ich es als eine 
systematische Herabsetzung der Resultate anderer. Hatte 
H. Fischer schon kein Recht, die Resultate A. Papendiecks 
als bedeutungslos zu bezeichnen, was m. EK. dadurch geschieht, 
daB die Analyse eines Porphyrins nicht als stichhaltig aner- 
kanut wird, weil es amorph ist, obgleich es aus einem krystalli- 
sierten Chlorhydrat dargestellt wurde, so begeht er vollends 
ein Unrecht, wenn er bei jeder Gelegenheit meine Resultate 
herabwiirdigt oder eine Vorstellung von mir mit dem Zusatz 
,ohne experimentelle Belege“ versieht. Denn H. Fischer hat 
sich, in die Fufstapfen O. Pilotys tretend, eines Arbeits- 
gebietes bemichtigt, auf dem ich zuvor ausschlaggebende Kr- 
folge erzielt hatte. Diese und die sich daraus ergebenden 
Folgerungen und Vorstellungen sind denn auch mafgebend 
gewesen fiir H. Fischers experimentelle Arbeiten. Ich er- 





') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, 8. 195 (1926). 
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innere nur daran, daB meine Vorstellung von der Kombina- 
tion zweier Dipyrrylmethene zur prosthetischen Gruppe von 
H. Fischer ausgebaut worden ist, daB seine mit so schénem 
Erfolg gekrénte Methode zur Herstellung von Pyrrolaldehyden 
aus dem Bestreben heraus entstanden ist, den Propionsiure- 
rest an ein Pyrrolderivat in #-Stellung anzugliedern, nachdemw 
ich das Vorhandensein eines solchen in der Himatinsiure 
nachgewiesen hatte. So hat H. Fischer in wesentlichen Punkten 
meine Gedanken zur Tat werden lassen, und ich habe mir als 
Architekt die wertvolle Hilfe des geschickten Baumeisters gern 
gefallen lassen. DaB er sich in dieser Rolle nicht gefiallt, ist 
zwar verstindlich, aber er muB sich bewuBt bleiben, dab diese 
Stellung sich aus der Natur der Sache heraus ergibt. H. Fischer 
hatte sich ein neues Arbeitsgebiet wahlen sollen, wenn er auBer 
der experimentellen Superioritat auch als selbstindiger geistiger 
Leiter zu gelten sich vorgenommen hatte. Auf dem Gebiete 
der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs hat er diese Kigen- 
schaft bisher nicht zu beweisen vermocht, denn weder triigt 
seine Haminformel den Stempel von etwas Neuem oder Eigen- 
artigem, noch haben seine wunderschénen experimentellen Ar- 
beiten auf dem Porphyringebiet etwas dazu beigetragen, die 
von mir erhobenen Vorstellungen iiber den Bau dieser Stoffe 
zu vertiefen. Dagegen wiirde es ein Unrecht von mir sein, 
wollte ich verkennen, daB H. Fischers héchst wertvolle und 
interessante Untersuchungen das meiste zur Erweiterung des 
Porphyringebietes geschaffen haben. Eine Vertiefung ist da- 
gegen durch die von uns nachgewiesene Moglichkeit der Ad- 
dition von Halogen an die ungesittigten Seitenketten und die 
Uberfiihrbarkeit in Dihalogen-himotoporphyrin- dimethylither 
erfolgt und dann namentlich durch den Befund der Aboxy- 
dationsméglichkeit zu 2 Molekeln eines Imids, das nur 1 Atom 
Halogen im Molekiil enthalt. Wir sind selbstverstiindlich damit 
beschittigt, diese Reaktionen weiter.zu verfolgen, und _ icli 
méchte jetzt schon hinzufiigen, daB ailtere und neue Beobach- 
tungen auf eine Verschiedenheit hinweisen, die bereits zwischen 
dem Eisessighimin und seinem Dimethylester bestehen, mit 
dem unsere bisherigen Resultate erreicht wurden. Ich glaube 
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schon jetzt behaupten zu diirfen, da8 bei der Veresterung 
schon eine Veriinderung stattfindet, und da gerade Ester zur 
Betainbindung neigen, diirften die Stickstoffatome bei dieser 
Umwandlung in Mitleidenschaft gezogen sein. So hat es den 
Anschein, als ob im Hamin selbst nicht nur das eine Carboxy], 
sondern auch noch eine andere Gruppe mit dem einen basi- 
schen Stickstoffatom betainartig verkniipft ist, und das kann 
nur der jetzt als vorhanden nachgewiesene Acetylenrest sein, 
in welcher Gestalt die eine ungesittigte Seitenkette auftritt. 
Das Acetylen hat ja saure Kigenschaften. Lassen wir im Himin 
selbst diesen Rest und zugleich das eine Carboxyl mit einem 
Stickstoffatom verkniipft sein, so gewinnen wir eine Formu- 
lierung, die sowohl meinen Vorstellungen, wie den von Will- 
statter-Fischer geiuBerten, aber in einer die tatsichlichen 
Befunde erklirenden Modifikation Rechnung tragt und somit 
geeignet ist, den Streit iiber die Konstitution des Himins zu einem 
vielleicht alle Beteiligten befriedigenden Ausgleich zu bringen. 





CH 
H, H, pening 
HOOCC—C-—-C C H -C———C—CH, 
SN JON CSCA 
H,C—C ae NS o--( 
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CH,—CH,”CH FcCl = HC 
| *~ | 
cC————-Q. \. G===(--O8: OB, 
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Dimethylester des Hiimins 
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CH 
Hiimochromogen in saurer Lésung entstanden, verliert das Ferroeisen 
unter Ubergang in Protoporpbyrin. 


CH 
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Himochromogen in alkalischer Lésung ohne Reduktionsmittel, enthilt 
ein Radikal (im Bild am Stickstoff, der ungesittigt ist). Geht beim An- 
siuern in Hydroxy-himin iiber. 

Diese Formel, die iibrigens nur dem Kisessighimin, nicht 
den mit Hilfe der Schwefelsiure—Acetonmethode hergestellten 
isomeren Haminen zuerteilt werden kann, zeigt eine Kluft 
zwischen dem Himin (und damit vielleicht auch zwischen dem 
Chlorophyll) und den Porphyrinen, die allerdings leicht zu 
iiberbriicken ist und schon beim Entstehen der Ester iiber- 
briickt wird, die dann auch besonders leicht in Porphyrin iiber- 
gehen, deren Ester wieder besonders leicht in Himinester zu 
verwandeln sind. Der Ubergang des. Hisessighiimins in ein 
Porphyrin in saurer Lésung wiirde dann nach Loslésung des 
Carboxyls in einer Anlagerung der Saiure und Abspaltung der- 
selben in anderer Richtung bestehen, wobei im ersten Sta- 
dium auch der Acetylenrest vom Stickstoff abgelést wird. 





en 
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Der Ubergang in Hiimochromogen in alkalischer Lésung?) 
besteht dagegen offensichtlich zuniichst in einer Abspaltung 
yon Chlorwasserstoff, wobei eine Ferriverbindung entstehen 
wird, die das Eisen in Verbindung mit 3 Stickstoffatomen auf- 
weist. Kine solche ist aber, das zeigen die Salze von Blau”), 
unbestiindig, besonders in alkalischer Lésung: Das Eisen wird 
also zweiwertig, am Stickstoff entsteht eine freie Valenz, die 
aber beim Vorhandensein eines Reduktionsmittels durch ein 
Wasserstoffatom besetzt wird, das aber leicht wieder abgestoBen 
wird, und nun kann das Eisen auch von den beiden anderen 
Stickstoffatomen in saurer Lisung abgetrennt werden. In der 
alkalischen Lésung wird aber auch der Acetylen- und der 
Carboxylrest sich an den Reaktionen beteiligen. Hier wird 
ein Natriumsalz und ein Oxyacetylenrest vorhanden sein, beim 
Ansaiuern wird sich ein Lacton bilden, das sich spontan in 
Hydroxyhimin umwandelt. Quautitativ selbstverstandlich nur 
dann, wenn in einem indifierenten Gase gearbeitet wird, da 
sich sonst durch Sauerstoffaufnahme Verinderungen einstellen, 
die zum ,,Hiimatin“ fiihren. 

Bei der Wiedereinfiihrung des Kisens im Ferrozustand 
wird also auch der Wasserstotf des Carboxyls oder des Ace- 
tylenrestes verdriingt und durch Anlagerung von Chlorwasser- 
stoff Himin regeneriert werden. 

Die neue Auffassung griindet sich auf experimentelle Er- 
gebnisse, die wir hoffen bald bekannt geben zu kénnen. 





1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2851 (1925). 

*) Vgl. Diese Zs, Bd. 155, S. 164 (1926). In dem hier gegebenen 
Bild fiir das Ferrisalz fehlen zwei vom Eisen zu zwei Stickstotfatomen 
fiihrende Bindungen. 
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Uber die Girung des Zuckers durch Coli-Aerogenes- 
Bakterien. I. 
Yon 


Artturi I. Virtanen und P. E. Simoia. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio im. b. H. Helsinki-Finnland. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1926.) 


Die Girung des Zuckers durch die in der Natur sehr ver- 
breiteten Bakterien von Coli-Aerogenesgruppe ist vielfach studier? 
worden. Der Abbau des Zuckers verlauft in der Hauptsache 
in derselben Weise sowohl durch B. coli communis als B. lactis 
aerogenes, darum ist man berechtigt, sofern der Abbau der 
Kohlehydrate in Frage ist, die beiden Bakterienarten als eine 
Gruppe zu betrachten. 

Als Garprodukte bei dieser Girung sind hauptsiichlich 
Hissig-, Ameisen-, Milch- und Bernsteinsiure, Alkohol, H, und 
CO, gefunden worden. Das Mengenverhaltnis der verschiedenen 
Girprodukte — alle kommen nicht immer zugleich vor — variiert 
sowohl von Stamm zu Stamm als auch bei demselben Stamm 
nach den Versuchsbedingungen. Unter solchen Umstinden ist 
es nicht wunderbar, daB verschiedene Auffassungen von dem 
Chemismus dieser komplizierten Girung aufgestellt worden ist. 

Nach einer ilteren Arbeit von Harden!) entspricht die 
Umsetzung bei der Glucose nahezu der Formelgleichung 





2C,H,,.0, + H,O = 2C,H,O, + C,H,O, + C,H,OH + 2CO, + 21],. 
Milchsiiure Essigsiiure Alkohol 


Diese Gleichung ist jedoch gar nicht allgemein giiltig wie 
auch Harden spiiter fand. Es gelang nimlich Harden und 





1) Proc. Bd. 17, S. 57 (1901). 
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Penfold?) Colistiimme zu isolieren, welche viel mehr Milch- 
siure als die friiher untersuchten produzierten. DaB bei der 
Girung verschiedene Reaktionen nebeneinander verliefen, war 
auf Grund dieser Versuche wahrscheinlich. Die Autoren 
nehmen an, da die Colibakterien drei Enzyme enthalten: eins, 
welches Zucker in Milchsiiure verwandelt, ein zweites, welches 
Alkohol, Ameisen- und Essigsiiure bildet und ein drittes, welches 
die Ameisensiiure in CO, und H, spaltet. 

Auch Grey”), welcher sehr eingehend die Girung durch 
Coli-Aerogenesbakterien untersucht und wertvolle Resultate 
erzielt hat, nimmt an, daB die Bildung der Milchsaéure un- 
abhingig von der der itbrigen Girprodukte vor sich geht, 
deren Entstehung durch folgende Formel auszudriicken wire: 


C5H,,0, + H,0 = 2C0, + 2H, + C,H,OH + CH,COOH. 


Nach einer spiteren Mitteilung von Grey?) ist auch die Bern- 
steinsiure gemeinsamen Ursprungs mit Alkohol und Essigsiure. 

Myrbick und Euler‘) schlieBen aus dem Umstand, daf 
bei der Girung durch Aerogenesbakterien nur wenig oder gar 
nicht Milchsaiure entsteht und daB diese Bakterien Co-Zymase 
nicht enthalten, da8 die Girung schon von Anfang ab anders 
verlauft als die Milchsiuregirung. Die Autoren nehmen an, 
daB der Abbau des Zuckers bei der Girung durch Aerogenes- 
pakterien etwa durch dieselbe Formel, nach welcher die Bern- 
steinsiiurebildung mit Propionsiiurebakterien nach dem einen 
von uns) verliuft, auszudriicken ist: 

C,1,.0, = C,H,0, + ,H,O + HO. 
Glucose  Bernstein- Acetal- 
siiure dehyd 

Hine ganz entgegengesetzte Auffassung von der Girung 
der Glucose durch Colibakterien wird in einer neulich er- 
1) Proce. Bd. 85, S. 415 (1912). 
*) Proc. Bd. 87, 8S. 472 (1914). 
*) Proce. Bd. 90, 8S. 75 (1918). 
*) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1073 (1924). 
®) Virtanen, Comment. Physico-mathem. Soc. Scient. Fennica I, 
S. 36 (1923). 
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schienenen Arbeit von Rona und Nicolai?) laut. Glucose 
wird nach diesen Forschern anaerob quantitativ in 2 Molekiile 
fixer Siure, offenbar Milchsiure gespalten. Erst in Gegenwart 
von Sauerstoff entsteht aus dem Zucker neben fixer Siure 
auch CO,. Neuberg und Gorr’) berichten etwas spiater, dab 
ein Colistamm, welcher in Gegenwart von Luft aus Glucose 
etwa 39°/, Milchsiure produziert, beim LuftabschluB etwa 
$2 °/, Milchsiure bildet. Auf Grund dieser Angaben konnte 
man annehmen, daB die Girung durch B. coli eigentlich eine 
Milchsiuregiirung ist und da die Milchsaiure oder ihrer Vor- 
stufe — z. B. Methylglyoxal — nur durch Oxydationsprozesse, 
wobei gasformiger Sauerstoff unbedingt notwendig ist, weiter 
oxydiert wird. 

Die Befunde von Rona und Nicolai, sowie von Neuberg 
und Gorr sind sowohl theoretisch als praktisch fiir die Girungs- 
chemie von Bedeutung. 

Die Angaben dieser Autoren stimmen jedoch nicht iiberein 
mit den Befunden fritherer Autoren, welche auch anaerob stets 
eine bedeutende Gasbildung — Co, und H, — konstatiert 
haben, ein Beweis dafiir, daB der Zucker nicht, wenigstens 
nicht quantitativ, in Milchsiure gespalten ist. Grey und 
Young’) haben sogar gefunden, daB der Zutritt von Sauerstoff 
bei der Girung mit B. coli im allgemeinen zur Vermehrung 
von Milchsiure fihrt. 

Bei der Girungsindustrie ist es auch bekannt, dab die 
Bakterien der Coli-Aerogenesgruppe auch anaerob eine starke 
Gasbildung hervorrufen und folglich aus Zucker auch andere 
Produkte als Milchsaiure bilden (z. B. die Blahung der Emmen- 
talerkise). 

Kluyver und Donker‘), welche ganz neulich die EKin- 
heitlichkeit der Girungsprozesse in einer bemerkenswerten 
Arbeit vom Standpunkt der Wielandschen Dehydrierungs- 
theorie behandeln, nehmen an, daB durch die Coli-Aerogenes- 





1) Biochem. Zs. Bd. 172, 8. 82 (1926). 

2) Biochem. Zs. Bd. 173, S. 976 (1926). 

5) Proce. Bd. 92, S. 135 (1921). 

*) Chemie der Zelle u. Gewebe Bd. 13, S. 134 (1926). 
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bakterien das Methylglyoxal, das gemeinsame Zwischenprodukt 
bei verschiedenen Girungen, einerseits in Milchséure, anderer- 
seits in Acetaldehyd und Ameisensiiure iibergeht. Aus den 
letzteren entstehen dann die anderen Produkte: Alkohol, Essig- 
siure, CO, und H, usw. Die Befunde von Rona und Nicolai 
sowie von Neuberg und Gorr wiren auf Grund dieser Auf- 
fassung in der Weise zu erkliren, da das Methylglyoxal 
anaerob nur in Milchsiure dismutiert wird, 

Die Milchsiiurebildung bei der Garung durch Coli-Aero- 
genesbakterien ist unseres Erachtens noch nicht gentigend 
klargestellt. Besonders bedarf die Frage, ob die Colibakterien 
allgemein eine reine Milchsiuregirung anaerob hervorrufen, 
weiterer Erklarung. Im AnschluB an die friiheren Arbeiten 
aus unserem Laboratorium iiber die Girung durch Coli-Aero- 
genesbakterien haben wir neuerdings die Siiurebildung durch 
einige Colistimme unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
verfolgt. Uber diese Versuche wird in dieser Mitteilung berichtet. 

Ehe wir jedoch in diese Versuche iibergehen, seien hier 
kurz die Resultate einer noch nicht publizierten Arbeit er- 
wihnt. Mit S. Suomalainen hat der eine von uns?) (V.) die 
Bildung der Saéuren beim Vergiren von Glucose durch zehn 
verschiedene, in unserem Laboratorium isolierte Coli-Aerogenes- 
stiimme untersucht. Die Garung wurde in einer mineralischen 
Nahrlésung, welche als Stickstoffquelle Ammoniumsulfat ent- 
hielt, verfolgt. Die Bakterien wurden mit der Platinése in 
den durch einen Wattebausch verschlossenen Girkolben ge- 
impft. Die Giarung verlief dadurch beim Luftzutritt. Zum 
Neutralisieren der entstandenen Siiuren waren die Kolben mit 
Kreide versetzt. Die Kulturen wurden nach etwa 20 tigigem 
Stehen bei 37° an Siuren untersucht. Es wurden folgende 
Mengen von Siuren gefunden. (S. Tabelle auf folgender Seite). 

Die Zahlen zeigen, daB die von unseren Coli-Aerogenes- 
stimmen produzierte Milchsiuremenge im allgemeinen klein 
ist. Weil die Gdrungsdauer in unseren Versuchen jedoch 
ziemlich lang war, ist es nicht ausgeschlossen, daB die eventuell 





‘') Die Arbeit wird in Ann. Acad. Scient. Fennicae publiziert. 
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Milch- Essigsiure | Ameisensiure | Bernsteinsiure 
Stamm riygewe in °/) in °/, in °/, 
Glucose} von Glucose | von Glucose | von Glucose 
B. coli I (aus 
Faeces) . 16,3 |nicht bestimmt |nicht bestimmt] nicht bestimmt 
B. coli If (aus 
Faeces) . 13,8 sehr wenig sehr wenig 5.8 
B. coli 11! (aus 
Wasser). . . 3,0 2,2 2,4 sehr wenig 
B. coli IV (aus 
Luft). : 15,0 8,0 4,6 2.3 
B. coli V (aus 
Milch) 41,8 5,4 25 nicht bestimmt 
B, eoli VI (aus 
Molke) . 5,8 2,7 11 0,9 
B. aerogenes | 
(aus Luft) . 19,2 11,5 0) 8,5 
B. aerogenes Il 
(aus Faeces) . 32,5 0 0,7 sehr wenig 
B. aerogenes [II 
(aus Wasser) . 3,0 4,8 2,1 nicht bestimmt 
B. aerogenes IV 
(aus Faeces) . 3,1 0 1,7 1,0 














gebildete Milchsiure in den Kulturen weiter oxydiert und ge- 
spalten war. Das um so mehr, als aus den damaligen Gir- 
versuchen hervorging, daB Milchséure durch unsere Bakterien 
aerob langsam zum Verschwinden gebracht wird. 

Wir haben nun neue Versuche mit zwei von den obigen 
Colistimmen — B. coli I und III — ausgefiihrt. 

Die Versuchsbedingungen waren bei diesen Versuchen 
abweichend von den in friiheren Versuchen. Die in Pepton- 
Fleischwasser gewaschenen Bakterien wurden abzentrifugiert, 
gewaschen und dann in Girlésung, welclie nur Glucose und 
Kreide enthielt, suspendiert. Durch Anwendung groBer Bakterien- 


mengen wurde die Gardauer stark abgekiirzt. Die Girungen 


wurden sowohl in Gegenwart von Luft — durch die Girlésung 
wurde 3mal im Tage Luft gesaugt — als auch anaerob aus- 
gefiihrt. Im letzteren Falle wurde die Luft durch einen starken 
CO,-Strom verjagt, wonach die Kolben luftdicht mit Biiretten 
verbunden wurden, welche mit Quecksilber angefiillt waren. 
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In der Girlésung wurde die Milchsiure und die flichtigen 
Siuren bestimmt. Die Versuchsmethodik und die angewendeten 
Analysenmethoden sind im experimentellen Teil naher ge- 
schildert. 

Die Resultate sind unten in 'abellen zusammengestellt. 


B. coli I. 
Substrat: Glucose (940 mg in jedem Versuch). 





























Versuchs-|Versuchs-| Glucose | Milchsiiure | Fliichtige Fett- 
Nr. t dauer bedin- | vergoren | in °/, von] sauren in °/, 
in Tagen} gungen | in mg Glucose | von Glucose‘) 
1 20° 7 anaerob 940 39,6 14,7 
2 20 7 9 940 39,4 14,4 
3 | 20 5 F 940 40,8 13,3 
4 20 $*/, aerob 940 33,6 22,4 
5 37 1 anaerob 940 34,8 20,7 
6 | 87 41/, : 940 33,2 21,1 
7 3 1 aerob 692 31,1 nicht bestimmt 
B. coli 111. 
Substrat: Glucose (940 mg in jedem Versuch). 
j o0* 6 anaerob 843 33,9 27,1 
2 20 6 aerob 940 7,0 nicht bestimmt 
; 37 L anaerob 665 9,6 ” y 
4 37 L aerob 675 3,2 36,4 




















Wir finden, da& in Gegenwart von Luft etwas weniger 
Milchsiiure als anaerob entsteht. Ler Unterschied ist jedoch 
nicht grofs bei B. coli I. Durch B. coli III, welches sehr 
wenig Milchsiure bildet, entsteht anaerob prozentisch viel 
mehr Milchsiure als aerob, die absolute Milchsiiuremenge ist 
jedoch auch anaerob ziemlich klein. Bei niedriger Temperatur 
(etwa 20°) wird sowohl aerob als anaerob durch die beiden 
Stimme mehr Milchsiiure als bei héherer Temperatur (37°) 
gebildet. Die Girgeschwindigkeit ist bei 37° viel gréBer als 
bei 20°. Ebenso wird die Glucose viel schneller aerob als 
anaerob vergoren. 


') Stets als Essigsiure berechnet. 


a ae 
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Weil es méglich war, daB die angewendeten Colistiimme 
auch Milchsaiure (Lactat) weiter zersetzen kénnen und daB die 
Milchsaiurewerte dadurch beeinflu8t werden, haben wir auch 
Versuche mit Ca-Lactat ausgefiibrt. 


B. coli I. 
Substrat: Ca-Lactat (= 819 mg Milchsiiure). 





Fliichtige 
ah Milchsiiure | Fettsturen 
Versuchs- inks gebildet in 
Nr. / dauer bed; 4 °/, von der 
. »edingungen}| schwunden rey- 
in Tagen sung diag ver 
in */, schwundenen 
Milchsiiure 
I 20° 5 anaerob 0 0 
2 20 5 acrob 5,1 18,6 
8 37 S*/. anaerob 0 0) 
4 37 $*y aerob 0,9 25,0 

















B. coli IIL. 
Substrat: Ca-Lactat (= 819 mg Milchsiiure), 


| 20° | 7 | acrob | 10,0 | 18,4 


Durch unsere Colistimme wird also die Milchsiure anaeroh 
gar nicht veriindert. Bei Gegenwart von Luft verschwand die 
Milchsiure sehr langsam, wobei u. a. etwas filiichtige Fett- 
siure entstand. Das Verschwinden der Milchsiure geht so 
langsam, da es nicht mit der Geschwindigkeit der Girung 
des Zuckers zu vergleichen ist. Der Unterschied zwischen 
den bei aerober und anaerober Girung des Zuckers 
gebildeten Milchsiuremengen ist jedoch wenigstens 
zum Teil auf den oxydativen Verschwinden der Milch- 
siture zuriickzufiihren. Der kleine Unterschied zwischen 
den Milchsiituremengen bei B. coli I scheint dadurch total zu 
erkliren zu sein. Ob diese Erkliirung auch bei B. coli III 
geniigend ist, laBt sich aus unseren Versuchen nicht mit Sicher- 
heit zu entscheiden. 

Zusammenfassend kann man aus unseren Versuchen 
schlieBen, daB die Milchsiurebildung durch die angewandten 
Colistimme anaerob mehr oder minder verstirkt wird, daB 








© 
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aber der Zucker auch anaerob nur zum Teil — bei unseren 
Stimmen bis etwa 40°/, — in Milchsaéure dismutiert wird. 
DaB der Unterschied zwischen aerober und anaerober Garung 
in dieser Hinsicht bei einigen Colistiimmen viel gréfer ist, 
kann man aus den Versuchen von Neuberg und Gorr 
schlieBen. 

In welcher Weise die Milchsiure aus dem Zucker bei 
der Coli-Aerogenesgirung entsteht, ist nicht ohne Interesse. 
In einer friiheren Arbeit iiber die Milchsiuregiirung schreibt 
der eine von uns!): ,ob sie (die Milchsaéure) hierbei (bei der 
Coligirung) in derselben Weise entsteht, wie bei der reinen 
Milchsiuregirung und Milchsiurebildung im Muskel, ist nicht 
ohne weiteres klar“. 

Der Zweifel, welcher in diesem Satz zum Vorschein kommt, 
beruht hauptsiichlich darauf, daB B. aerogenes nach Myrback 
und Euler’) die Co-Zymase nicht enthalt. Auch in unserem 
Laboratorium ist friiher mit Kochsaft der Trockenpriparate 
von B. coli und aerogenes keine Aktivierung der gewaschenen 
Hefe gefunden worden. Bei der Milchsiuregirung ist die Co- 
Zymase aber unentbehrlich, wie der eine von uns gezeigt hat. 
Weil wir der Ansicht sind, daB die Phosphorylierung in be- 
stimmter Weise auf die Spaltung des Hexosemolekiils einwirkt, 
scheint es nicht wahrscheinlich, daB Bakterien, welche die 
Co-Zymase nicht enthalten und darum nicht phosphorylieren, 
dieselbe Spaltung hervorrufen kénnten wie die Co-zymase- 
haltigen. Unsere neuen Versuche haben nun gezeigt, 
daB B. coli Co-Zymase enthilt. Mit dem Kochsaft aus 
lebenden Bakterien wurde eine deutliche Aktivierung der ge- 
waschenen Hefe erreicht. Die friiheren negativen Ergebnisse 
mit Trockenpriiparaten von Coli-Aerogenesbakterien weisen 
darauf, daB die Co-Zymase in diesen Bakterien beim Trocknen 
leicht inaktiviert wird. 

Nach dieser Feststellung kann man es als sicher erwiesen 
ansehen, daB die Coli-Aerogenesbakterien den Enzymkomplex, 





') Virtanen, Karstrém u. Bick, Diese Zs. Bd. 15, S. 141 (1926). 
2) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1073 (1924). 
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welcher die Milchsiurebildung hervorruft, enthalten und dab 
diese Milchséurebildung in derselben Weise wie die 
normale Milchsiuregirung verliuft. 

Die Garung der Glucose durch Coli-Aerogenesbakterien 
zeigt groBe Analogie mit der Propionsiuregirung. Bei der 
Propionsauregiirung entstehen sowohl aus der Milchsiure als 
aus der Glucose qualitativ und quantitativ dieselben Gir- 
produkte, 2 Mol. Propionsiure, 1 Mol. Essigsiure und 1 Mol. 
CO,. Die Garung der Glucose verliuft nach der experimentell 
stark gestiitzten Auffassung von dem einen von uns’), welche 
auch Neuberg?’) jetzt zu akzeptieren scheint, tiber die Milch- 
siure. Die Propionsiuregirung ist demnach die erste Girung, 
bei welcher die Milchsiiure als labiles Zwischenstadium fest- 
gestellt ist. — Neben der Propionsiuregiirung entstehen aus 
dem Zucker auch Bernsteinsiure und Acetaldehyd wahrschein- 
lich nach der Formel, welche schon oben angefiihrt ist. 

Die Glucose wird durch Propionsiurebakterien also in 
folgender Weise abgebaut: 


Gzlucose 
ae ~w 


Po fo 
a ~ 
Hexosephosphat Bernsteinsiure -- Acetaldehyd 
! 


sf 
3-Kohlenstofiverbindung 
(Methylglyoxal?) 
7 


Milchsiiure 

A > 
Propionsiiure Yssigsiure +- CO, 

Betreffend der Girung durch Coli-Aerogenesbakterien 
kann man jetzt annehmen, daB die Glucose dabei zum Teil 
zur Milchsiiture, welche anaerob durch diese Bakterien nicht 
weiter umgewandelt wird, zum Teil aber zu anderen Produkten — 
primar vielleicht zu Acetaldehyd und einem 4-Kohlenstoff- 





1) Virtanen, Comment. Physico-mathem. Soc. Scient. Fennica |, 
S. 36 (1923); II, S. 20 (1925). 
2) Biochem. Zs. Bd. 173, 8. 476 (1926). 
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kérper, aus welcher dann Alkohol, Essigsiiure usw. entstehen —, 
abgebaut wird. Auch ist es wahrscheinlich, daB aus der Vor- 
stufe der Milchsiure (Methylglyoxal?) auBer der Milchsiure 
auch Acetaldehyd und Ameisensiure entstehen.") 

Die Girung durch Coli-Aerogenesbakterien kann man vor- 
liufig folgenderweise schematisch darstellen. 


Glucose 
és ee 
y'4 “~h 
Hexosephosphat Bernsteinséure 
a 
Acetaldehyd 
Sie 
Y he" 
Methylglyoxal ~ m | Acetaldehyd > Alkohol + Essigsiure 
a 
Ameisensiure~> CO, + H, 


Milehstiure 

DaB das Glucosemolekiil bei der Giarung durch Coli- 
Aerogenesbakterien tatsichlich schon von Anfang ab in zwei 
verschiedenen Weisen gespalten wird, ist vorliufig nur eine 
Annahme. Wir werden die Arbeiten zur Erklarung dieser 
Frage fortsetzen und dann auch Trockenpriparate anwenden. 
Der interessante Befund von Neuberg und Gorr?), daB aus 
Methylglyoxal durch Colibakterien auch in Gegenwart von Luft 
nur Milchsiiure entsteht, ist hierbei nicht ohne Interesse. Die 
Beteiligung der Co-Zymase an der Girung durch Coli-Aero- 
genesbakterien wird auch spiter niher untersucht. Ks ist 
nicht ganz unmédglich, daB die Richtung der Spaltung einiger- 
maBen durch den verschiedenen Gehalt dieser Bakterien an 
Co-Zymase beeintiuBt wird. Das von Stamm zu Stamm 
variierende Mengenverhiltnis der verschiedenen Girprodukte 
wire dann leicht zu verstehen. Quantitative Co-Zymase- 
bestimmungen mit verschiedenen Coli-Aerogenesstimmen, deren 
Garprodukte auch quantitativ bestimmt sind, sind darum ndtig. 





——— 


') Vel. Kluyver u. Donker, Chemie der Zelle u. Gewebe Bd. 13, 
S, 134 (1926). 
?) Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 490 (1925). 
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Experimenteller Teil. 

Die Bakterien wurden in einer Nahrlésung, welche 1°/, 
Pepton, 0,5°/, Fleischextrakt, 0,5°/, NaCl und 0,1°/, Glucose 
enthielt bei 37° kultiviert. Nach Abzentrifugieren und zwei- 
maligem Waschen mit Wasser wurden sie zu den Girversuchen 
angewandt. Weil die Vorversuche zeigten, daB die Girkraft 
der Bakterien schon nach 3 tagigem Kultivieren stark herab- 
gesetzt war, lie} man die Bakterien nur 12—24 Stunden 
wachsen, wonach sie sofort abzentrifugiert wurden. 

Die Girversuche wurden in 250 ccm Erlenmeyerkolben, 
welche mit Gummipfropfen verschlossen waren und 100 ccm 
Leitungswasser mit 1 g Kreide enthielten, ausgefiihrt. Durch 
den Gummipfropf gingen 2 Glasréhren, von welchen die lin- 
gere dicht unter dem Pfropfen endete, die kiirzere bis an den 
Boden hinabreichte. Bei den anaeroben Versuchen war unter 
dem Pfropf eine kurze Probierréhre, welche die Glucose ent- 
hielt, befestigt. Der mit den Glasréhren versehene Kolben 
enthaltend die Giarlésung wurde in Autoklav bei 120° steri- 
lisiert, wonach sofort, um das EKindringen der Luft zu ver- 
hindern, durch die Girlésung ein starker CO,-Strom geleitet 
wurde. Nach dem Zusatz der gewogenen, in 5 ccm Wasser 
emulgierten Bakterienmasse wurde das Leiten des CO,-Stroms 
noch wahrend 30-——40 Minuten fortgesetzt. Das langere Glas- 
rohr wurde nun mit einer mit Quecksilber gefiillten Biirette 
luftdicht verbunden, wonach die Rohre mit Glucose durch 
Schiitteln in die Girlésung fallen gelassen wurde. 

Bei den aeroben Girungen wurde in die sterilisierte Giir- 
j6sung, welche die Glucose schon enthielt, nach Erkalten die 
gewogene Bakterienmasse hineingebracht, wonach durch die 
Lésung mittels der Wasserstrahlpumpe ein mit Schwefelsiure 
gewaschener Luftstrom gesaugt wurde. Die Operation wieder- 
holten wir dreimal im Tage. 

Bei einigen Versuchen wurde die Girung unterbrochen, 
schon bevor die Glucose total vergoren war. Gewdhnlich lieB 
man die Gairung zu Ende gehen. 

Nach der Girung wurde die Girlésung durch Zentri- 
fugieren von Bakterien nach Méglichkeit befreit. In der er- 








ae 
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haltenen Lésung wurde die Milchsiiure und die flichtigen 
Siuren bestimmt. 

Zur Bestimmung der Milchsiiture wurde aus 20 ccm Gir- 
lésung das Schenckfitrat hergestellt. In diesem bestimmten 
wir die Milchsiure nach Hirsch-Kaufmann entweder direkt 
nach Neutralisieren oder bei Bedarf nach Entfernung der 
Kohlehydrate. Es wurde stets zwei, anfangs drei Parallel- 
bestimmungen, welche gut miteinander stimmten, ausgefihrt. 
Die Milchsiiuremenge betrug bei jeder Bestimmung 3—7 mg. 

Die Kontrollbestimmungen mit einer Lésung von reinem 
Ca-Lactat zeigten, daB nach der obigen Methode etwa 2—4°/, 
zu niedrige Werte erhalten wird. 

Bei Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren wurde 50 ccm 
(Girlésung mit 4 cm 20°/, Schwefelsiure versetzt, eine Weile 
unter dem RiickfluBkiihler zum Vertreiben des CO, gekocht 
und mit Wasserdampf destilliert. Die Destillate wurden mit 


Die Girung der Glucose. 


Mit B. coli I. 
Glucose im Anfang 940 mg. 



































Qo 
Ver | Seo] Gi- | Ver- — Flichtige 
on = = on i “a 7 ete se 
‘oe. 3 suchs 23 o rungs- | gorene | wich Fettsiiuren 
bedin- 2 a an in Glucose giiure in} eutspr. ecm 
gungen | FA lagen | in mg mg n/1!0-Ba(OH), 
1 | 20°] anaerob 2,5 7 940 372,5 23,0 
2 | 20 f 2.3 1 940 370,0 22.5 
3 120 Ss 0,95 5 940 379, 1 20,9 
4 | 20 uerob 1,9 34/, 940 316,2 35,1 
5 137 | anaerob 1,5 1 940 327,4 32,4 
6 | 37 m 1,0 41), 940 312,7 33,0 
tT 187 aerob 1,0 1 692 215,0 | nicht bestimmt 
Mit B. coli III, 
Glucose im Anfang 940 mg. 
1 | 20°] anaerob 2,1 6 843 285,0 39,1 
2 | 20 aerob 2,2 6 940 66,0 | nicht bestimmt 
3 | 37 | anaerob 1,5 1 665 63,9 - 7 
4 | 37 aerob 1,6 1 675 22,0 41,0 
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Die Garung des Ca-Lactats. 


Mit B. coli I. 
Milchsiiure im Anfang 819 mg. 























Angewen- Wasi. Milch- Fliichtige 

Nr] ¢ Remind dete Bak- iilieaaaits shure im Fettsiiuren 

gungen terienmenge in Tagen Ende inj entspr. ecm 

in g mg n/10-Ba(OH), 
1 }20°] anaerob 2,0 5 817 0,2 
2 120 aerob 2,2 5 Ti7 1,3 
3 137 anaerob 0,85 31), 818 0,1 
4 137 aerob 0,8 3", 771 2,0 

Mit Bb. coli Hi. 
Milchsiure im Anfang 819 mg. 

1 |z0 | aerob | 2,0 | 7 | 77,5 | 205 


n/10-Ba(OH), gegen Phenolphthalein titriert. Die in die De- 
stillate méglicherweise iibergegangene Milchsiure wurde bei 
den Bestimmungen beriicksichtigt. Welche Sa&uren in den 
Destillaten vorkamen, wurde diesmal nicht bestimmt. 

Bei den Versuchen, wobei die Giarung der Milchsiure 
untersucht wurde, war die Versuchsanordung dieselbe wie oben, 
nur kam an die Stelle der Glucose Ca-Lactat zur Anwendung. 

Die experimentellen Resultate sind in den vorhergehen- 
den T'abellen zusammengestellt. Das Gewicht der angewandten 
Bakterienmenge ist in den Tabellen auf die feuchte Masse 
angegeben. Der Wassergehalt der Bakterienpriparate war 
etwa 75—80°/,. 


Die Aktivierung der gewaschenen Trockenhefe mit Kochsaft 
aus B. coli. 


Die Hersteliung des Kochsaftes geschah in der Weise, 
daB die abzentrifugierte und gewaschene Bakterienmasse in 
Wasser oder Phosphatlésung bis zum Kochen erhitzt und dar- 
nach bis 70° abgekiihlt wurde. Nach Erkalten bei Zimmer- 
temperatur kam der Kochsaft bei den Girversuchen mit aus- 
gewaschener Hefe zur Anwendung. Die Garung wurde in einer 


5 
a 
Fe 4 
Ba 
é 
br 
oe 
5 


1 
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2,5°/, Phosphatlésung von p,, = 6,4 verfolgt. Gesamtes Gii- 
rungsvolumen 25 ccm, darin 1 g Glucose. 





Nr. Priiparat 


i | 1g ausgewaschene Hefe 


2 |1g ausgewaschene Hefe 
+ Kochsaft aus 1 ¢ Hefe 


3 | ig ausgewaschene Hefe 

+ Kochsaft aus 6 g B. 

eoli I (1,2 g Trocken- 
substanz) 


4 11g ausgewaschene Hefe 
4+- Kochsaft aus 6 ¢ B. 
eoli I 





Der Kochsaft wurde 








eem CO, nach Stunden Os 
Of 
2 3 4 5) ) 5 = 
| Oo fy 
0 () oS ee Pe 0) 
| | 
3,0 | 12,2 22,51 34,5 | 12 
| | 
| : 
0 06, 24; 51! 82] 3,1 
0,1 15; 42] 76] 11,1] 3,5 
durch Kochen von B. coli, bei Nr. 3 


’ . | Nr : 9 a ») es f o* 
im Wasser, bei Nr. 4 in 2,5°/, Phosphatlésung (p,, 6,2) her- 


gestellt. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLXIII, 20 








Beitrag zur Nachweismethodik der Abderhaldenschen 
Reaktion. 


II. Ergebnisse mit dem Alkoholenteiwei®ungsverfahren. 


Yon 


Ernst Komm. 


(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie und Ernahrungsforschung an 
Dr. Lahmanns Sanatorium, Dresden-Weiber Hirsch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Dezember 1926.) 


Bei weiteren Untersuchungen einiger Rindersera — wie 
in dem Beitrag I’) — zur Feststellung von blutfremden Fer- 
menten, die auf tuberkulés-veriinderte Zellbestandteile spezifisch 
eingestellt sind, fihrte ich neben dem Dialysierverfahren und 
der Stickstoffbestimmungsmethode (im enteiweiBten Serum) in 
der gleichen Blutprobe AlkoholenteiweiBungsverfahren durch. 

Sellheim, Liittge und von Mertz”) haben mehrfach die 
EnteiweiBung mit Athylalkohol zur Durchfiihrung der Abder- 
haldenschen Reaktion empfohlen. Sie gehen von der An- 
nahme aus, daf 96°/,iger Alkohol in etwa 10facher Menge 
zu einem KHiweif- und EiweiBbausteinlésungsgemisch hinzu- 
gegeben, das HKiweiB vollstindig ausfaillt und die Eiweib- 
bausteine total in Lésung behalt. Nun ist es bekannt, daB 
Alkohol nicht als ein ideales EnteiweiBungsmittel zu betrachten 
ist.*) Einmal sind Proteine bekannt, die in Alkohol zum Teil léslich 
sind, dann aber werden viele KiweiBbausteine durch Alkohbol in 
dieser Konzentration aus ihrer wifrigen Lésung gefallt. Man 
benutzt diese Kigenschaft vieler Aminosiiuren, Polypeptide und 
Peptone zu ihrer Gewinnung in fester Form aus wiBrigen Lé- 
sungen. Mehrere Versuchsreihen*) iiber die EnteiweiBung von 
Protein- und Proteinbausteinlésungen verschiedenster Art mit 

') E. Komm, Diese Zs. Bd. 154, S. 107 (1926). 

*) Vel. u.a.: Klin. Wochenschr. Jahrg. 4, 8. 247 (1925); Miinch. 
med. Wochenschr. 1924, S$. 576 u. 998; Zbl. f. Gynikologie 1925, S. 492 usw. 

*) Hofmeister, Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 1,1, 159, 781 
(1902); Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 300 (1903). 


*) Diese Versuche wurden zum Teil gemeinsam mit Herrn cand. 


med, H. Riedel durehgefiihrt und sollen nach weiterer Vervollstindigung 
veréffentlicht werden. 
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Athylalkohol im Vergleich zu anderen eiweiBfillenden Agentien 
haben ergeben, daB Athylalkohol entsprechend diesen bereits 
bekannten Tatsachen kein geeignetes Agens zur Trennung von 
nativem Kiwei und Kiweifbausteinen ist. Es war also zu erwarten, 
daB die Anwendung von Athylalkohol in der Abderhaldenschen 
Reaktion nicht immer zu brauchbaren Resultaten fiihrt. Die 
angestellten Versuchsreihen haben dieses erwiesen.") 

Ks wurde das gleiche Serum auf Abbaufahigkeit gegeniiber 
bestimmten Organsubstraten nach dem Dialysierverfahren, dem 
Stickstoffbestimmungsverfahren nach EnteiweiBung mit Wolfram- 
siure und nach dem Alkoholentwei8ungsverfahren untersucht. 
Die Ergebnisse des Dialysier- und des Stickstoffbestimmungs- 
verfahrens stimmten — bis auf wenige Ausnahmen — gut iiberein. 
Die Resultate der AthylalkoholenteiweiBungsmethode wichen da- 
gegen zum Teil erheblich von diesen ab. In insgesamt 54 unter- 
suchten Serumproben stimmte das Ergebnis von31 Versuchsreihen 
der Athylalkoholmethode nicht mit denen der beiden vorhin ge- 
genannten Untersuchungsverfahren iiberein: weitere 4 Versuchs- 
reihen lieferten unsichere Resultate und nur 19 waren richtig. 

Parallel zu diesen Versuchen hatte ich noch einige Ent- 
eilweiBungen mit Methylalkohol und Isopropylalkohol zum 
Nachweis der Abderhaldenschen Reaktion durchgefiihrt. Auch 
diese Methoden lieferten im Vergleich zu dem Dialysier- und 
Stickstoffbestimmungsverfahren sehr viele Fehlresultate. 


Experimenteiler Teil. 

Die AlkoholenteiweiBungsmethode wurde, wie im folgenden 
beschrieben, durchgefiihrt. 1 ccm Serum wurde in ein trockenes, 
steriles Zentrifugenglischen gebracht. AuBer der Kontroll- 
probe gab ich dann jedem Versuch eine geringe, méglichst 
untereinander gleiche Menge (etwa 0,2 g) der nach Abder- 
haldens Vorschrift bereiteten Organsubstrate hinzu. Die 
Substrate wurden unmittelbar vor der Verwendung nochmals 
ausgekocht und das Kochwasser mit Ninhydrin gepriift; durch 
Pressen zwischen Filtrierpapier wurden sie von einem Uber- 





1) Versuche anderer Autoren haben dhnliche Resultate ergeben; 
vel. z. B. Lahm, Zbl. f. Gyniikologie 1925, 5. 502. 
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schuB an Feuchtigkeit befreit. Die Proben bewahrte ich dann 
gut verschlossen 16 Stunden bei 37° auf. Zu den so be- 
handelten Serumproben setzte ich direkt nach der Bebriitung 
5ecem 99°/ igen Athylalkohol hinzu und erwirmte das Ge- 
misch kurz in einem Wasserbad zum Sieden. Dann zentri- 
fugierte ich und filtrierte darauf die iiberstehende Lésung in 
ein Jenaer Reagensglas hinein. Nach Zugabe von 2 ccm Wasser 
(um ein zu starkes Konzentrieren der Lésung beim spiteren 
Kochen zu verhindern) und 0,3 ccm einer 1 °/,igen Ninhydrin- 
lésung wurde die Lésung genau ! Minute lang zum Sieden erhitzt. 

Die Proben mit Methylalkohol und I[sopropylalkohol als 
KnteiweiBungsmittel wurden in der gleichen Weise angesetzt. 
ich verwandte zu den Versuchen den chemisch reinen Methyl- 
alkohol und Isopropylalkohol des Handels. 

Die in den gleichen Serumproben angestellten Abder- 
haldenschen Reaktionen mit Hilfe des Dialysierverfahrens 
und der Stickstoffbestimmungsmethode im mit Wolframsiure 
enteiweiBten Serum wurden in der iiblichen Art angesetzt. Das 
erstere Verfahren fiihrte ich genau nach den Vorschriften 
Abderhaldens durch, und die letztere Methode in der von 
mir im Beitrag I (a. a. O.) angegebenen Weise. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der 
Versuchsreihen zusammengestellt. Auf Abbau wurden gepriift 
Organsubstrate, die aus normaler Rinderlunge und aus durch 
kiisige Tuberkulose und Miliartuberkulose veriinderter Rinder- 
lunge gewonnen waren. Hs interessiert hier dabei nur das 
Ergebnis in bezug auf die verschiedenen Nachweismethoden. 
Neben den Resultaten des Dialysierverfahrens und der Stick- 
stoffbestimmungsmethode sind in der Tabelle die Ergebnisse 
des AlkoholenteiweiBungsverfahrens angegeben und zwar in 
Plus- und Minuszeichen in der iiblichen Abstufung. Die Fest- 
setzung des Ausfalls der Reaktion bei dem Stickstoff bestimmungs- 
verfahren geschah wie in dem Beitrag-I (a. a.0.), und zwar 
wurden etwa 90—100 mg Stickstoff in 100 ccm Serum als 
schwach positiv gewertet. Dariiber liegende Mengen Stick- 
stoff fir 100 cem Serum wurden als positiv und unter 90 mg 
liegende Werte als negativ bezeichnet. 
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Wie die angefiihrten Bestimmungen ersehen lassen, be- 
steht eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen den Resultaten 
des Dialysierverfahrens und der Stickstoff bestimmungsmethode 
nach EnteiweiBung des Serums mit Wolframsiure. Die Resultate 
der AlkoholenteiweiBungsmethoden dagegen weichen zum Teil 
erheblich von diesen ab. Ks spricht dieses Ergebnis dafiir, 
daB Alkohol als Trennungsmittel fiir Kiweif und Eiweib- 
bausteine in der Abderhaldenschen Reaktion nicht ge- 
eignet ist. 





